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I INTRODUCTION

L’insuffisance cardiaque est une affection grave qui touche approximativement 1 a 2%
de la population adulte des pays développés avec une prévalence augmentant a plus de 10%
parmi les personnes de 70 ans et plus. ! Cette prévalence élevée s’accompagne d’une
augmentation du nombre d’hospitalisations pour une insuffisance cardiaque aigué. Il s’agit
d’un syndrome se définissant par I’apparition rapide ou progressive de signes cliniques ou de
symptomes d’insuffisance cardiaque. Elle nécessite dans la majorité des cas une
hospitalisation pour une prise en charge thérapeutique urgente. Malgré une grande
hétérogénéité clinique et physiopathologique, la congestion pulmonaire liée a une
augmentation des pressions de remplissage avec ou sans baisse du débit cardiaque représente
une condition constante dans cette affection. L’insuffisance cardiaque aigué signe, dans la
plupart des cas, une déstabilisation de I’état clinique de patients présentant une insuffisance
cardiaque chronique mais elle peut également représenter le tableau inaugural de la maladie.
Chez les patients avec une insuffisance cardiaque préexistante, il existe souvent un facteur
déclenchant ou un facteur favorisant comme par exemple la survenue d’une arythmie
cardiaque, d’une ischémie myocardique, une hypertension artérielle sévere chez les patients a
fonction ventriculaire systolique préservée ou I’arrét d’un traitement diurétique chez les
patients avec une dysfonction ventriculaire gauche.
Malgré le bénéfice apporté par les thérapeutiques récentes incluant les modulateurs
neurohormonaux, le pronostic des patients présentant une insuffisance cardiaque aigue reste
sombre avec un taux de ré hospitalisation de 50% a 6 mois et un taux de mortalité atteignant
30% & un an.” * L’identification d’autres mécanismes physiopathologiques est donc nécessaire

afin de réduire la morbi mortalité de ces patients et améliorer leur qualité de vie. Ainsi, les
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facteurs majeurs contribuant a I’apparition ou a I’aggravation de 1’insuffisance cardiaque
aigue sont I’inflammation et I’apoptose des cardiomyocytes. D’autre part, il est bien établi
qu’apoptose, inflammation et hypercoagulabilité sont étroitement liées.

La thrombose pourrait donc €tre une des cibles d’intérét en raison de la fréquence ¢élevée des
éveénements thrombotiques chez ces patients qui concernent jusqu’a 30% d’entre eux et
représentent souvent la cause de décés des patients *.

Cette hypercoagulabilité¢ a été étudiée, jusqu’a présent, essentiellement dans 1’insuffisance
cardiaque chronique, que ce soit sur le plan biologique ou thérapeutique avec 1’évaluation de
I’efficacité des traitements anticoagulants, avec pour ce dernier point des résultats assez

décevants.

Nous avons fait le choix, dans notre travail, d’étudier 1’état de coagulabilité dans le cadre de
I’insuffisance cardiaque aigué en considérant que c’est dans ce cadre-la que les différentes
composantes physiopathologiques de [D’insuffisance cardiaque que sont [1’apoptose,
I’inflammation et I’hypercoagulabilité sont les plus exacerbées. Une des originalités de notre
travail est d’évaluer la coagulation par une méthode intégrative représentée par la
thrombinographie qui permet [’étude des systemes anticoagulants dont [’action est

prépondeérante apres la phase de formation du caillot

L’objectif de notre étude était d’évaluer I’état de coagulabilité des patients hospitalisés pour
une décompensation cardiaque aigué en le comparant a celui d’un groupe controle, de suivre
les variations de cet état de coagulabilité au cours de la prise en charge et d’en analyser les

déterminants.
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II. POSITION DU SUJET

I1.1. Insuffisance cardiaque et événements thrombotiques cliniques

ifférentes études ont montré que 1’évolutio insuffisance cardiaque, a la sui

Différentes étude t mont e 1’évolution de I’ ffi rd ,al te
d’un épisode de décompensation aigue ou non, est parfois marquée par la survenue
d’événements ischémiques cliniques. Le tableau clinique de ces événements thrombotiques
peut parfois étre évident mais nombre de ces événements ischémiques passent inapergus car
leurs symptomes s’intégrent dans le tableau clinique général du patient ce qui rend leur
incidence difficile a évaluer. Toutefois, qu’ils soient cliniquement décelables ou non, ces
évenements ischémiques participent de maniére substantielle a la morbimortalit¢ de ces
patients. Si D’estimation de I’incidence des événements thrombotiques dans 1’insuffisance
cardiaque reste difficile car influencée par les co morbidités associées, il faut néanmoins citer
trois principaux évenements thrombotiques cliniques marquant 1’évolution de cette affection :
le syndrome coronaire aigu, 1’accident cérébrovasculaire et les événements veineux

thromboemboliques.

I1.1.1 les événements coronariens aigus

- Infarctus du myocarde (IDM) de novo ou r¢ infarctus
La plupart des patients présentant une nécrose myocardique aigue liée a une thrombose
coronaire présente également une autre 1€sion coronaire et cette atteinte coronaire multiple est
associée a un plus haut risque de ré-infarctus. Dans la plupart des études cliniques menées sur

des patients insuffisants cardiaques, le taux annuel d’infarctus et de ré infarctus dans cette
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population est estimé entre 2 et 4% ¥ Néanmoins, un certain nombre d’infarctus de petite
taille dans cette population passent inapercus dans le tableau clinique initial, les causes du

déces restant imprécises, souvent attribuées a une probable arythmie ventriculaire.

- Mort subite :

La prévalence de la mort subite est de 6 a 9 fois supérieure chez les patients insuffisants
cardiaques par rapport au reste de la population, elle représente entre 20% et 60% des déces
selon la sévérité de la dysfonction ventriculaire gauche °.

Dans 1’étude autopsique de Uretsky et coll réalisée sur des cas de mort subite, la prévalence
de signes en faveur d’un événement coronarien aigu est de 32% chez les patients présentant
une coronaropathie chronique connue '’. Méme en ’absence d’une cardiopathie ischémique
chronique, I’incidence des événements coronariens aigus n’est pas négligeable, elle est de

prés de 10% chez les patients insuffisants cardiaques .

- Ascension des marqueurs sériques de nécrose

L’ascension des marqueurs sériques de nécrose comme la troponine est bien documentée dans
I’insuffisance cardiaque aigue. Selon Parissis et coll, la troponine T ultrasensible représente
un réel facteur pronostic péjoratif de ce tableau clinique ''. Si cette libération de troponines
peut étre due & des mécanismes non thrombotiques, des phénomenes de micro thromboses au

) . . . 12,13
niveau coronaire peuvent expliquer sa présence .
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I1.1.2. 1a maladie thromboembolique

La maladie veineuse thromboembolique joue un rdle important dans le devenir des
patients insuffisants cardiaques et son diagnostic est souvent sous-estimé. En effet, une
embolie pulmonaire survient chez prés d’un quart des patients hospitalisés pour insuffisance
cardiaque aigue en ’absence de traitement anticoagulant préventif '*. Un patient insuffisant
cardiaque sur dix développe une maladie veineuse thromboembolique en unité de soins
intensifs malgré la prescription d’une thromboprophylaxie, un taux supérieur a celui attendu
chez un patient alité en dehors d’un contexte de décompensation cardiaque. '* Ce taux
d’événements veineux thromboemboliques chez les patients insuffisants cardiaque augmente
a la fois avec la sévérité de la dysfonction ventriculaire gauche (une fraction d’éjection
ventriculaire gauche FEVG < 20% augmente de 38 fois le risque de thrombose veineuse
profonde) et avec celle du tableau clinique de I’insuffisance cardiaque (en cas de dyspnée de
stade IV de la classification NYHA, I’incidence de la thrombose veineuse profonde est de
22%) 1.

Dans I’étude Magellan, Mebazaa et coll ont récemment confirmé le lien entre ce risque
veineux thromboembolique et la sévérité du tableau clinique de ’insuffisance cardiaque. '°
Leur étude montre, apres analyse multivariée, que la concentration de NT-proBNP est
significativement associée au risque veineux thromboembolique jusqu’a J10 et le taux de D-
dimeres jusqu’a J35 (p=0.005). Les auteurs suggerent que le taux de NT-proBNP pourrait étre
utile pour évaluer le risque a court terme alors que le taux de D diméres pourrait correspondre
au risque a moyen terme. Une analyse prospective a montré que 1’embolie pulmonaire est la
cause principale de déces chez les patients insuffisants cardiaques dans 3 a 10% des cas. Les
analyses autopsiques chez les patients insuffisants cardiaques montrent méme une incidence

17

d’embolie pulmonaire de 32% D’autre part, I’insuffisance cardiaque est-elle méme

considérée comme un facteur pronostique indépendant de décés chez les patients présentant
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une thrombose veineuse profonde. Dans 1’étude Worcester Venous Thromboembolism Study
menée sur des patients présentant une thrombose veineuse profonde, 17.5 % des patients
inclus présentaient des antécédents d’insuffisance cardiaque'® et la présence d’une
insuffisance cardiaque chez les patients est li€ée a un risque multiplié par 3 de déces intra
hospitalier. Ainsi, les recommandations de la société¢ européenne de cardiologie concernant
I’insuffisance cardiaque présentent la maladie veineuse thromboembolique comme un facteur
a la fois a I’origine de la décompensation cardiaque aigue et un facteur aggravant du tableau

.. . .- 119
clinique initial.

11.1.3 Les événements cérébrovasculaires

La prévalence des accidents vasculaires cérébraux (AVC) semble également plus élevée chez
les patients insuffisants cardiaques. Cette prévalence varie tres largement dans la littérature en
fonction du type d’étude. Le risque d’AVC est multiplié¢ de deux a trois fois chez les patients
insuffisants cardiaques *°. Dans les 30 jours qui suivent le diagnostic d’insuffisance cardiaque,
ce risque est multiplié par 17 selon Witt et al par rapport & la population générale *'.
L’association étroite entre AVC et insuffisance cardiaque est prise en compte par exemple
dans le score de risque embolique des patients en fibrillation atriale : le CHA,DS, VASec. Il
s’agit d’un score permettant d’estimer le risque d’embolie artérielle lors d’une fibrillation
atriale sans maladie valvulaire mitrale et permet d’aider a la décision de la mise en route d’u
traitemet anticoagulant ou non. Ce score inclut une série de facteurs majeurs de survenue d’un
AVC, dont I’insuffisance cardiaque représentée par la lettre C 2

L’incidence des AVC chez les patients insuffisants cardiaques est également corrélée a la
gravité¢ du tableau clinique et a la dysfonction ventriculaire gauche. Chez les patients

insuffisants cardiaque dont le tableau clinique est sévére (stade NYHA 3 et 4), leur incidence



16

est de 3 a 4 fois supérieure comparée aux patients insuffisants cardiaques avec un tableau
clinique moins sévere. Ainsi, Pullicino et coll confirment une augmentation du risque d’AVC
en fonction de la classe NYHA et Ialtération de la FEVG

L’insuffisance cardiaque non seulement augmente le risque d’AVC mais également la morbi
mortalité apres la survenue d’un AVC. D’autres auteurs ont rapporté que la mortalité apres un
AVC est de 2 a 4 fois plus élevée lorsque le patient présente une insuffisance cardiaque. 2* .
De plus, non seulement les patients insuffisants cardiaques présentent des AVC plus
handicapant sur le plan moteur mesuré par I’échelle de score de Rankin *° mais la prévalence
d’AVC silencieux y est plus élevée :

respectivement 20 et 42% vs 0-12% chez les non insuffisants cardiaques >’ avec des

conséquences a terme sur les fonctions cognitives.

Toutefois, il semble important de savoir si I’insuffisance cardiaque induit a elle seule le risque
thromboembolique indépendamment de la survenue d’une fibrillation atriale.

Dans 1’é¢tude SAVE portant sur les patients ayant une FEVG<40% aprés infarctus du
myocarde, le taux d’AVC a 5 ans est de 8,1% et pour chaque diminution de 5% de la FEVG,
il existe une augmentation de 18% du risque d’accident cérébral parallélement a
I’augmentation de la prévalence de la fibrillation atriale.*®

Ceci suggere que dysfonction ventriculaire gauche, fibrillation atriale et accident vasculaire
cérébral ont des mécanismes physiopathologiques communs. Dans 1’¢tude CHARM
(Candesartan in chronic heart failure) menée sur des patients insuffisants cardiaques, le taux
d’AVC ¢était de 3% chez les patients avec ou sans dysfonction ventriculaire gauche.
Cependant, ce taux augmente de manicre significative a 9% chez les patients développant une
fibrillation atriale durant cette période ce qui implique que cette derniére contribue a
I’augmentation du risque d’AVC chez les patients insuffisants cardiaques.”” Dans la sous

analyse de 1’é¢tude SPORTIF III et SPORTIF V portant sur des patients avec une fibrillation
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atriale, ceux d’entre eux ayant des signes d’insuffisance cardiaque ont un taux d’événements
(critere composite : mortalité toutes causes, infarctus du myocarde, événement embolique
systémique et hospitalisation pour insuffisance cardiaque) de 10,8% par an significativement

supérieur aux patients en fibrillation atriale sans signe d’insuffisance cardiaque : 4,2% par an.

30

I1.1.4. Insuffisance cardiaque et traitement antithrombotique

I1.1.4.1. Traitement anticoagulant et insuffisance cardiaque chronique

Plusieurs études randomisées et registres ont évalué le bénéfice potentiel d’un traitement
anticoagulant oral de type antivitamine K (AVK) par warfarine, essentiellement dans le cadre
de I'insuffisance cardiaque chronique.

Cependant, la plupart des études comme HELAS (Heart Failure Long-Term Antithrombotic
Study) *' et WASH (Warfarin Aspirin Study in Heart Failure) ** n’avaient pas la puissance
nécessaire pour démontrer la supériorité du traitement anticoagulant dans cette indication.
L’¢tude HELAS a étudié¢ séparément les patients insuffisants cardiaques en fonction de
I’origine ischémique ou non de la cardiopathie. L’incidence du critére composite (AVC non
fatal, embolie périphérique ou pulmonaire, infarctus du myocarde, ré hospitalisation pour
insuffisance cardiaque ou déces) est de 14,9% vs 15,7% par an chez les patients présentant
une insuffisance cardiaque d’origine ischémique recevant respectivement de 1’aspirine et de la
warfarine. Ce taux était de 14,8% vs 8,9% par an chez les patients ayant une cardiomyopathie
primitive. Cependant, un nombre trop limité de patients (n=197) ne permettait pas de mettre
en évidence une différence entre ces deux groupes. Il est a noter dans le groupe warfarine un

r . 1
nombre d’hémorragies graves de 4,6% par an >'.
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L’étude WATCH (Warfarin and Antiplatelet Therapy in Chronic Heart Failure) n’a pas réussi
non plus a inclure un nombre suffisant de patients (n= 1587 au lieu de 4500 patients prévus).
Les résultats concernant le critére primaire (déces, IDM, AVC) ne varie pas significativement
entre les différentes thérapeutiques utilisées : warfarine versus aspirine (hazard ratio HR:
0,98 ; p=0,77), clopidogrel versus aspirine (HR: 1,08, p=0,57) ou warfarine versus clopidogrel
(HR: 0,89 ; p=0,39).*> L’étude la plus récente : WARCEF (Warfarin versus Aspirin in
reduced cardiac Ejection Fraction) a inclus 2305 patients insuffisants cardiaques
(FEVG<35%) avec une randomisation en deux groupes : warfarine (International Normalized
Ratio INR cible entre 2 et 2,5) et aspirine 325 mg/j. Aucune différence significative en terme
de criteére primaire (déces, AVC ischémique et hémorragie cérébrale n’a été établie entre les
deux groupes : warfarine vs aspirine : 7,47% vs 7,93 %/an (HR: 0,93; 95% intervalle de
confiance 95% IC: 0,79-1,1, p=0.4)

Lorsque les événements sont considérés de maniere individuelle, il n’y a pas de différence en
terme de déces, de survenue d’infarctus du myocarde ou de ré hospitalisation pour
insuffisance cardiaque. **

En revanche, le taux d’AVC ischémique est significativement plus bas dans le groupe
warfarine (0,72% par an versus 1,36% par an, HR 0,52 (0,33-0,82), p= 0,005). Au final, la
réduction de la survenue des événements cérébraux ischémiques dans les études WATCH et
WARCEF est contrebalancée par une augmentation du risque d’hémorragie cérébrale et il
n’existe aucune modification en terme de survie.

Cependant, il faut rappeler les difficultés pour les patients traités par antivitamine K de rester
dans la cible thérapeutique. Ainsi, Homma et coll ont mis en évidence une différence
significative sur le critére composite (déces, AVC ischémique et AVC hémorragique) au
profit des patients avec une cible thérapeutique plus fréquemment atteinte. Ceci suggére qu’un
traitement anticoagulant plus efficace et plus sir pourrait avoir un effet bénéfique dans ce

. . . 35
contexte ce qui ouvre la voie aux nouveaux anticoagulants oraux .
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Tableau 1 Etudes randomisées portant sur le traitement antithrombotique dans l'insuffisance cardiaque

Aspirine 300 mg Diagnostic 27+1 mois Critere composite : déces, IDM, AVC Pas de traitement : 26% Aspirine : 33% Placebo vs Aspirine ou Warfarine :
versus (vs) clinique 1,09 (0,63-1,89) Aspirine vs pas
Warfarine (INR 2 a 3) d’insuffisance Warfarine 26% d’aspirine : 1,16 (0,74-1,85)

Vs cardiaque ’ ’

Warfarine vs pas de Warfarine

. <1350
pas de traitement FEVG <35% 0.88 ( 0,54-1.43)

WATCH * 1587 Aspirine 162 mg/j Insuffisance médiane : Mortalité toutes causes, IDM non fatal et AVC non Aspirine : 20,7% Warfarine vs Aspirine :
Vs cardiaque fatal 0,98 (0,86-1,12), p=ns
Clopidogrel (75 mg/j) symptomatique ; 21 mois Clopidogrel : 21,6% Clopidogrel vs Aspirine :
vs FEVG <35 %, 1,08 (0,83-1,4), p=0,57)
Warfarine (INR 2,5-3,5) Warfarine : 19,6%
Warfarine vs Clopidogrel

0,89 (0,68-1,16) p=ns

Etudes patients hospitalisés pour une insuffisance cardiaque aigue
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I1.1.4.2. un sous-groupe a risque : syndrome coronaire aigu et insuffisance cardiaque

11.1.4.2.1. Double anti-agrégation plaquettaire et insuffisance cardiaque

La double anti-agrégation plaquettaire comprenant aspirine et un inhibiteur du récepteur
P2Y 12 (clopidogrel ou prasugrel/ticagrelor) reste une thérapeutique de choix de la prévention
secondaire des patients ayant présenté un syndrome coronaire aigu >’ **.

Le registre danois incluant des patients avec un syndrome coronaire aigu sans
revascularisation coronaire montre une réduction de 14% de la mortalité a 18 mois chez les
patients insuffisants cardiaques traités par clopidogrel vs patients sans clopidogrel (n = 5050;
HR: 0,86; 95 % CI: 0,78-0,95), une réduction non confirmée dans le groupe de patients sans
insuffisance cardiaque (n = 6092; HR: 0,98; 95 % CI: 0,83-1,16) 3 Cette analyse de sous-

groupe pourrait laisser penser a un effet modeste mais réel de I’antiagrégation plaquettaire

dans I’insuffisance cardiaque

II 1.4.2.2 Bivalirudine et insuffisance cardiaque

La bivalirudine, analogue synthétique de I’hirudine, est un inhibiteur direct de la thrombine
étudié essentiellement dans le cadre de 1’angioplastie coronaire et préférentiellement chez les
patients présentant un syndrome coronarien aigu. Dangas et coll se sont intéressés a 1’impact
de ce traitement dans leur métanalyse incluant 3 études randomisées : Randomized Evaluation
in PCI Linking Angiomax to Reduced Clinical Events (REPLACE-2) *, Acute
Catheterization and Urgent Intervention Triage Strategy (ACUITY)", et Harmonizing
Outcomes with Revascularization and Stents in Acute Myocardial Infarction (HORIZONS-

AMI) ©.
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Dans cette métananalyse, la bivalirudine est associée a une diminution de la mortalité a 1 an
comparée a ’association héparine et anti-GPIIbIIla . Dans ’analyse de sous groupes, seule
une réduction de la mortalité significative est notée chez les patients traités par bivalirudine et
présentant une dysfonction ventriculaire gauche et dans le groupe syndrome coronaire aigu
avec élévation du segment ST *°.

. Cela permet donc d’émettre I’hypothése d’un réle bénéfique de I’inhibition de la thrombine
chez les patients insuffisants cardiaques présentant un syndrome coronaire aigu. Il faut
toutefois se demander, a la lecture de ces données de sous-groupes s’il s’agit vraiment d’un
effet propre a I’insuffisance cardiaque ou plutét d’un effet lié au syndrome coronaire aigu et

: . ;o . 44
aux traitements percutanées des 1ésions coronaires .

11.1.4.3. Nouveaux anticoagulants oraux et insuffisance cardiaque.

Les nouveaux anticoagulants oraux (NACO) ont un mécanisme d’action différent des AVK.
Leur mécanisme d’action correspond a une inhibition directe des facteurs Ila (thrombine) ou
Xa et ils ont pour particularité de ne pas nécessiter de surveillance des parametres de
coagulation. Ils ont été étudiés initialement chez les patients exclusivement en fibrillation
atriale en comparaison avec le traitement par AVK et dans la maladie thromboembolique a
titre prophylactique et curatif. Pour ce qui concerne la fibrillation atriale, les études
concernées sont ARISTOTLE, RE-LY et ROCKET-AF.

Dans une métanalyse menée sur les patients en fibrillation atriale et prenant en compte les
différentes études citées, les NACO ont une efficacit¢ de 22% supérieure a celle de la
warfarine dans la prévention de D’accident vasculaire cérébral avec une diminution
significative du risque d’hémorragie intracranienne *°. Le registre national danois nous
confirme que Defficacité des NACO est supérieure a la warfarine en terme de bénéfice

clinique net chez les patients avec un score de risque CHADS,> 1 ou CHA,DS; VASc > 2. Ce
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bénéfice est d’autant plus élevé que le risque d’accident vasculaire cérébral théorique et le
risque hémorragique théorique dans la population cible sont élevés *°.

Ahmad et coll ont étudié spécifiquement le sous-groupe des patients insuffisants cardiaques
inclus dans les trois études randomisées précédentes. . Les résultats ne montrent pas de
réduction significative en termes d’événements majeurs dans le groupe NACO comparé a la
warfarine. Cependant, la définition de I’insuffisance cardiaque différe dans ces trois études ce
qui constitue un biais majeur d’analyse pour cette étude de sous-groupe.

Selon la définition de I’insuffisance cardiaque retenue, les sujets insuffisants cardiaques
représentent plus de 30% des patients inclus dans chacune de ces études. Cependant, les
définitions varient : pour 1’étude RELY,, il s’agit d’une FEVG<40%, une dyspnée de stade
NYHA 1II ou un épisode d’insuffisance cardiaque dans les 6 mois précédents ; pour I’étude
ROCKET-AF : une FEVG<35% ou des signes cliniques d’insuffisance cardiaque a I’inclusion
et I’¢tude ARISTOTLE une FEVG<40% ou des signes cliniques d’insuffisance cardiaque

dans les 3 mois précédents.



Tableau 2 Nouveaux anticoagulants oraux et insuffisance cardiaque

Dabigatran (anti I1A) Patients en fibrillation atriale Warfarine vs Dabigatran Warfarine 1,85% vs pas de différence significative
RE-LY (Randomised Evaluation of Long term 110 mg vs Dabigatran 150 mg Dabigatran 110 mg 1,9% vs (p=0,42 et 0,33)
anticoagulant Therapy n=: 4904 Suivi 2 ans Dabigatran 150 mg 1,44%

Critére : survenue AVC

Rivaroxaban (anti Xa) Patients en fibrillation atriale Warfarine vs 20 mg Rivaroxaban
ROCKET AF (Rivaroxaban Once Daily Direct Suivi 1,7 ans Warfarine 3,9 % vs Rivaroxaban 3,6%  pas de différence significative
Factor Xa Inhibition Compared with Vitamin K n=8851 Critére : AVC et embolie systémique (p=0,48)

Antagonist for Prevention of Stroke and Embolism

Trial in Atrial fibrillation

IDM : infarctus du myocarde, SCA : syndrome coronaire aigu, CV : cardiovasculaires
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Plusieurs auteurs ont étudié I’intérét des nouveaux anticoagulants, anti thrombine direct et anti
Xa dans le cadre du syndrome coronaire aigu. Que ce soit le dabigatran dans 1’étude de phase
II RE-DEEM (Randomized Dabigatran Etexilate Dose Finding Study in Patients with Acute
Coronary Syndromes Post Index Event with Additional Risk Factors for Cardiovascular
Complications alsoReceiving Aspirin and Clopidogrel) trial ** ou I’étude de phase III
APPRAISE-2 (Apixaban for Prevention of Acute Ischemic Events 2), aucune de ces 2 études
n’a montré d’effet bénéfique de I’administration de ce traitement anticoagulant *°, avec méme
un surcroit de saignements majeurs pour I’apixaban comparé au placebo (HR: 2,59; p =
0,001).

L’étude ATLAS ACS 2—TIMI 51 (Anti-Xa Therapy to Lower Cardiovascular Events in
Addition to Standard Therapy in Subjects with Acute Coronary Syndrome- Thrombolysis in
Myocardial Infarction 51) a évalué 1’action du rivaroxaban (2,5 mg or 5 mg deux fois par jour
versus placebo associé a une association anti agrégante ASA/clopidogrel) dans le syndrome
coronaire aigu *° .

Cette ¢étude a montré¢ une réduction du risque sur un critére primaire composite (déces
cardiovasculaire, infarctus myocarde et AVC) de 16% a 2 ans et pour le rivaroxaban a 2,5 mg
2 fois par jour, une réduction de 32% sur le critére déces toute cause. Ceci s’accompagne
d’une augmentation du nombre total de saignements sans pour autant affecter le nombre de
saignements majeurs >

Cette ¢tude s’est ensuite intéressée au sous-groupe de patients insuffisants cardiaques. L’étude
non publiée de sous-groupe d’ATLAS-2 concernant les patients avec signe d’insuffisance
cardiaque a I’admission a montré un bénéfice associé au rivaroxaban a dose de 2,5 mg deux
fois par jour sur le critére (déces cardiovasculaire, infarctus du myocarde et AVC) a 13 mois

(18.6% avec placebo versus 11.6% avec rivaroxaban (p <0.001), les criteres déces
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cardiovasculaires et (10,4% vs 5,2% avec rivaroxaban (p <0.001) et déces toutes causes (
11,1% vs 5,3% avec rivaroxaban (p <0.001) (Janssen Research & Development, LLC. Data
on file). Cette analyse rétrospective ad-hoc de sous-groupe d’insuffisants cardiaques va dans
le sens d’un effet bénéfique du rivaroxaban (anti Xa) dans le cadre de I’insuffisance cardiaque
d’origine ischémique.

Ces résultats corroborent I’hypothése de I’implication d’un mécanisme thrombotique dans le

1 . N .
1°! Ceci a conduit a la mise en

mauvais pronostic de la maladie soutenue par F. Zannad et a
place d’un essai explorant des doses anti-thrombine et infra anti-coagulantes du rivaroxaban,

dans I’insuffisance cardiaque ischémique suite a une décompensation aigue (COMMANDER-

HF, clincialtrials.gov NCT01877915, F Zannad, Investigateur principal).

Figure 1 Les cibles thérapeutiques des traitements antithrombotiques dans I'insuffisance
cardiaque *
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Différentes cibles thérapeutiques des traitements antithrombotiques dans 1’insuffisance cardiaque : activité anti Xa
(Rivaroxaban, Apixaban), activité anti lia,VIla, IX,X (Warfarine), anti lia (Bivalirudine, Dabigatran, Fondaparinux), activité
antiplaquettaire avec les inhibiteurs du récepteur P2Y12 (Clopidogrel, Efient), antiGPIIBIIla (Abciximab,

Eptifibatide, Tirofiban)
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I1.2. Hypercoagulabilité et Insuffisance cardiaque : physiopathologie

Différentes hypothéses expliquant I’hypercoagulabilité dans I’insuffisance cardiaque
ont ét¢ développées dans la littérature ces deux dernieéres décennies. Les mécanismes
physiopathologiques précis de cette hypercoagulabilité restent cependant a déterminer, méme
les différentes composantes de la triade de Virchow (atteinte du flux sanguin, de la paroi
vasculaire et des constituants plasmatiques) semblent impliquées dans ce processus (figure
2). L’hypercoagulabilité liée a I’augmentation des réactions procoagulantes, a I’activation des
récepteurs couplés aux protéines G (PAR : protease-activated receptors), aux actions
procoagulantes médiées par I’adénosine ou par I’activation neurohormonale mais également a
la dysfonction endothéliale et a I’inflammation sont autant de mécanismes d’intérét. Les
tableaux 3 et 4 résument les différents marqueurs biologiques de coagulation étudiés dans la

littérature en fonction du caractere aigu et chronique de la décompensation cardiaque.

Yamamoto et coll ont rapporté il y a déja 20 ans chez les patients insuffisants cardiaques une
concentration importante de fibrinopeptide A et de complexes thrombine antithrombine >,
Les patients insuffisants cardiaques présentent également des taux ¢élevés de beta
thromboglobuline, de fragments de prothrombine 1+2 et de D dimeres, une activation
plaquettaire anormale, une activation de la cascade de la coagulation et de la fibrinolyse > >,
> L’augmentation de concentration de ces différents marqueurs est corrélée a I’évolution

33 L’inhibiteur de [Dactivateur du

clinique défavorable de [D’insuffisance cardiaque
plasminogene et le dosage antigénique de [’activateur du plasminogeéne tissulaire sont

¢galement ¢élevés chez les patients a 1’occasion d’une décompensation cardiaque

indépendamment de la fonction ventriculaire gauche.
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Nous résumons, dans ce chapitre, les différents mécanismes physiopathologiques participant a
I’¢état d’hypercoagulabilité des patients insuffisants cardiaques et leurs interactions avec la

thrombine, ¢lément clé dans la cascade de la coagulation.

Figure 2 Différents mécanismes conduisant a 1'hypercoagulabilité dans l'insuffisance
cardiaque 36
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B-TG = B thromboglobuline, CD31: molécules d’adhésion cellulaire endothéliale, CD-62 P selectine
plaquettaire, CRP : protéine C réactive, FPA : fibrinopeptide, IL-1 : interleukine-1, NO :oxyde nitrique PC :
prostacycline, PECAM-1 :molécule d’adhésion cellulaire plaquettaire, SNS : systéme nerveux sympathique,
SRAA : systéme rénine angiotensine aldostérone, TAT : thrombine-antithrombine III, TNFa : tumor necrosis
factor, vWF : facteur de von Willebrand
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Tableau 3 Paramétres d'hypercoagulabilité dans l'insuffisance cardiaque aigué

Mehta et Mehta ' 11 patients insuffisants Agrégation plaquettaire 1 Agrégation plaquettaire
cardiaques vs 10 patients

sains Corrélée a la résistance vasculaire

1% 70 patients insuffisants f TG, PF4, D-dimeéres, 1 B TG, D-diméres, TAT mais pas
cardiaques vs 41 patients TAT PF4 chez les patients insuffisants
avec coronaropathie vs 36 cardiaques
patients sains

Jabri et col

D-Diméres  augmentés patients
insuffisants cardiaques vs sujets
sains

19 37 patients insuffisants PECAM-1, ostéonectine 1 PECAM-1, ostéonectine
cardiaques vs 14 sujets
sains

Serebruany et col
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I1.2.1. Hypercoagulabilité et dysfonction endothéliale

La dysfonction endothéliale joue un réle important dans la physiopathologie de

61,62 1] est clairement

I’insuffisance cardiaque et dans le devenir des patients au long cours
démontré que la vasoréactivité de 1’artére brachiale est inversement proportionnelle au
devenir des patients insuffisants cardiaques ®. Katz et al ont montré qu’une production de
NO (nitric oxide) augmentée et une diminution de la vasodilatation de 1’artére brachiale
médiée par le flux sont associées a un risque augmenté de déceés et de transplantation

cardiaque a 12 mois ©

. Inversement, la rééducation cardiaque semble améliorer cette
dysfonction endothéliale et le devenir au long cours des patients ®*. Une augmentation
significative de la concentration des marqueurs suivants a ét¢ mise en évidence dans
I’insuffisance cardiaque chronique : thrombomoduline,  growth endothelial factor,
intercellular adhesion molecules (ICAM), platelet and endothelial adhesion molecules
(PECAM), tissue-type plasminogen activator (t-PA) and vascular cell adhesion molecules
(VCAM) % Différents auteurs ont étudié les marqueurs de dysfonction endothéliale chez
les patients insuffisants cardiaques et leurs interactions avec des facteurs de coagulation
plasmatiques, cytokines et des dérivés plaquettaires. Ainsi, 1’augmentation du vWF qui
accompagne 1’altération endothéliale contribue a 1’état prothrombotique des patients en
favorisant ’adhésion plaquettaire a I’endothélium ®°. La relation entre fonction endothéliale et
thrombine est intéressante a étudier. Il est bien admis depuis les années 1980 que la
thrombine, enzyme clé de la cascade de la coagulation, favorise des modifications importantes
du tonus vasculaire par I’activation des cellules endothéliales . Cet enzyme est capable
d’induire une vasorelaxation endothelium dépendante sur un mode¢le animal ou chez I’homme
70-71 Les mécanismes de la vasorelaxation endothélium dépendante en réponse a ’action da la

thrombine impliquent I’activation de eNOS (endothelium nitric oxide synthase) pour produire

du NO a partir de la L-arginine ou la libération de prostacyclines a partir de la voie de
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cyclooxygénase 2. Cet effet rapide de la thrombine sur I’endothélium représente un important
mécanisme de contrdle pour prévenir la vasoconstriction et la formation de thrombus dans des
conditions physiologiques. Dans des conditions pathologiques comme [’athérosclérose,
I’expression de la eNOS est significativement réduite et ceci contribue largement a 1’altération
de I’action de la NO synthase. D’autre part, la production d’endothéline-1 et 1’expression
d’ECE-1 (endothelin-converting enzyme) sont augmentées dans ces conditions pathologiques.
Eto et coll ont étudi¢ les mécanismes qui régulent 1’expression de eNOS et ECE-1 dans ces
conditions pathologiques . Si les mécanismes de la relaxation endothélium dépendante en
réponse 4 la thrombine impliquent 1’activation de eNOS pour produire du NO 7, ces auteurs
ont démontré que I’effet prolongé de la thrombine sur I’expression du eNOS conduit a la
suppression de la NO synthase et a I’expression d’ECE-1 par les cellules endothéliales via la

voie du Rho/ROCK et celle de I’ extracellular signal-regulated kinase.

11.2.2. Hypercoagulabilité et activation plaquettaire

Les marqueurs d’activation plaquettaire tiennent une place importante dans les travaux portant
sur les troubles de I’hémostase dans le cadre de I’insuffisance cardiaque. Mehta et al ont
rapporté, il y a maintenant plus de 30 ans, que les patients insuffisants cardiaques ont un taux
d’agrégats plaquettaires significativement plus important par rapport aux sujets sains ~ . De
nombreux marqueurs d’activation plaquettaire ont donc été étudiés dans cette pathologie : du
I’é¢tude du volume plaquettaire aux molécules qui participent a cette activation a celles qui
interagissent avec d’autres cellules. Ces molécules peuvent étre exprimées a la surface des
plaquettes (molécule 1 d’adhésion cellulaires plaquettes/endothélium, ostéonectine), elles
peuvent étre sécrétées sous forme soluble (B thromboglobuline) ou les deux (P-sélectine, CD-

40 ligand).
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La B thromboglobuline est une protéine spécifique des plaquettes. Selon Jafri et coll, le taux
de P thromboglobuline augmente en cas d’insuffisance cardiaque comme le facteur
plageuttaire 4 (PF4) et ceci indistinctement de ’origine de la cardiopathie, qu’elle soit
ischémique ou idiopathique ». Il s’agit d’un marqueur sensible mais pas trés spécifique de
I’activation plaquettaire avec un taux pouvant étre influencé par la présence d’une
insuffisance rénale ou par le profil lipidique du patient ™*. L’ostéonectine est présente 4 la face
interne des o granules dans les plaquettes. Lorsque la plaquette est activée, 1’ostéonectine est
redistribuée a la surface cellulaire durant la fusion des o granules avec la membrane
plasmatique "°. Le taux d’ostéonectine augmente chez les patients insuffisants cardiaques par
rapport aux sujets sains '°. O’Connor et coll ont eux montré un taux élevé de P sélectine
soluble chez les patients présentant une décompensation cardiaque de méme qu’un taux

augmenté de P sélectine liée aux plaquettes 77.

7 La molécule 1

D’autres molécules d’adhésion ont également été étudices
d’adhésion plaquette/endothélium ou PECAM-1 est une glycoprotéine transmembranaire
retrouvée a la surface des plaquettes et des leucocytes et aux niveaux jonctions intercellulaires
des cellules endothéliales. Le taux de PECAM-1 est retrouvé significativement plus élevé
chez les patients insuffisants cardiaques par rapport aux sujets sains . D’autre part, ce taux

de PECAM-1 ne varie pas significativement selon 1’origine de la cardiopathie qu’elle soit

ischémique ou primitive

Les relations entre les plaquettes et la thrombine sont également trés étroites. Un des
mécanismes qui lie I’activation plaquettaire et le devenir des patients insuffisants cardiaques
est l’atteinte vasculaire. L’activation plaquettaire conduit a la production secondaire
d’agonistes importants tels que le thromboxane A2 et I’adenosine diphosphate (ADP). La
rupture de plaque a pour conséquence 1’accumulation de facteur tissulaire (FT) a ce niveau et

la génération de petites quantités de thrombine, un des plus puissants agonistes plaquettaires.
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Les cellules exprimant le FT entrent en contact avec le facteur VII de la coagulation (FVII)
activé circulant pour former le complexe TF-FVIIa qui a son tour active le facteur X (FX) et
le facteur IX (FIX). Le facteur FXa active initialement des petites quantités de thrombine, qui
activent a leur tour plaquettes et d’autres cofacteurs comme FV et le facteur VIII (FVIII).
Ainsi, les complexes ténse (FVIIIa-FIXa) et prothrombinase (FVaFXa) sont formés a la
surface des plaquettes par I’intermédiaire desquels des quantités plus importantes de

thrombine sont générées.

I1.2.3. Hypercoagulabilité et inflammation

La baisse de production du NO endothelium dépendant contribue a la vasoconstriction
périphérique et favorise 1’adhésion plaquettaire et monocytaire a 1I’endothélium participant a
cet état d’hypercoagulabilité. La concentration de ces marqueurs d’altération endothéliale est
corrélée a la concentration de cytokines inflammatoires et des molécules d’adhésion : le vVWF

78, 19

avec ICAM, IL6 et thrombomoduline avec ICAM par exemple. Nombreux sont les

travaux menés sur le plan expérimental ou clinique qui suggerent que 1’inflammation joue un

role dans la physiopathologie de I’insuffisance cardiaque ’*

ainsi que la progression, la
sévérité et le pronostic de cette affection *'. Le fait que plusieurs cytokines pro inflammatoires
soient impliquées dans la pathogénie de la dysfonction ventriculaire gauche ** et qu’elles
contribuent au tableau clinique de cachexie chez les patients insuffisants cardiaques sévéres
est a 'origine du regain d’intérét pour le role de I’inflammation et de ses marqueurs dans
I’insuffisance cardiaque. Anand et coll confirment que les patients avec un niveau élevé de
CRP (C reactive protein) ont un tableau clinique d’insuffisance cardiaque plus sévere et la

concentration de CRP plasmatique est significativement corrélée a la morbimortalité de ces

patients insuffisants cardiaques ®'. Depuis les données initiales de Levine et coll en faveur
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d’un taux élevé de TNF alpha dans I’insuffisance cardiaque *, plusieurs études ont également
rapporté ensuite des taux élevés pour les cytokines : cardiotropin-1, IL-1, IL-6 et IL-18 aussi
bien que des taux élevés de chemokines ™. Selon les travaux de Chin et coll menés sur des
patients présentant une insuffisance cardiaque aigue, il existe une corrélation significative

entre IL6, facteur tissulaire (FT) et survie des patients & 6 mois.®®

- I’inflammation induit la coagulation :

L’interaction entre inflammation et coagulation a largement été étudiée. Non
seulement ces deux processus sont associés dans le temps, mais il semble exister de nombreux

. 86
liens entre les deux .

L’inflammation active la coagulation principalement par les trois
mécanismes que sont I’induction du FT par les cytokines, I’inhibition de la fibrinolyse et

I’altération de la fonction anticoagulante du systeme de la protéine C. Le FT joue un role

central dans I’activation du processus de coagulation dans de nombreuses pathologies.

Dans les états inflammatoires, les monocytes peuvent exprimer le FT a leur surface.
Ce FT se lie et active le facteur VII (FVIIa) ce qui conduit a ’activation du systéme de

coagulation

Le fait de bloquer I’action du FT revient a empécher la génération de thrombine dans
les modéles animaux de choc septique *’. Les cytokines inflammatoires jouent un rdle
important dans 1’activation de la coagulation. L’injection de TNFa chez des volontaires sains
induit non seulement une réponse inflammatoire systémique mais également comme
I’indiquent Van der Poll et coll, une activation de la coagulation caractérisée entre autre par
I’augmentation de la concentration plasmatique des fragments de la prothrombine (F1+2). *
Cependant, le blocage du TNFa par un anticorps monoclonal ne neutralise pas 1’activation de

la coagulation dans un modele animal d’endotoxémie [14] contrairement a 1’IL-6 dont le
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blocage attenue 1’activation de la coagulation locale et systémique dans un modele de sepsis
8990 Ces données suggérent que le role de toutes les cytokines dans ce processus n’est pas
identique et I’IL-6 est un médiateur important pour 1’activation de la coagulation induite par
I’inflammation. L’inflammation améliore la disponibilité du FT de différentes maniéres °'. La
perte de jonction entre les cellules endothéliales durant I’inflammation expose a I’expression
du FT de la paroi adventitielle des vaisseaux de gros calibre. L’inflammation favorise la
synthése de FT dans les cellules endothéliales, cellules dendritiques et les
monocytes/macrophages. Elle favorise la propagation de microparticules de différentes
origines cellulaires notamment des microparticules d’origine monocytaire exprimant des
quantités élevées de FT a leur surface qui sera utilis¢€ comme un pool de FT par les autres

. . . , e ey r r 92
microparticules et ce qui leur conférera une activité procoagulante plus élevée .

- le processus de coagulation et la thrombine active I’inflammation :

La réponse inflammatoire est modulée par un certain nombre de complexes comme le
TF/FVIla/FXa mais aussi les facteurs Xa, VIla ainsi que la thrombine. Au final,
I’endothélium et les monocytes/macrophages sont ainsi activés et la sécrétion d’interleukines

comme 1’IL1, IL8 et surtout IL6 augmentées *> °*

. La thrombine est la protéase de coagulation
qui a le plus d’actions parfois divergentes sur I’inflammation. La thrombine exerce une action
sur les monocytes/macrophages (production d’IL8), sur les plaquettes, sur les mastocytes
(dégranulation) et sur les cellules endothéliales (production d’IL-6, IL-8, production de MCP-
1 (monocytes chemoattractant protein-1), expression de molécule d’adhésion, synthese de

PAF,). In vivo, I’administration de FVIla chez des sujets sains augmente de maniére

importante la concentration d’IL-6 et IL-8. Cependant, rien ne montre pour I’instant
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I’efficacité de I’inhibition pharmacologique de la voie de la thrombine dans I’évolution du

processus inflammatoire ou du sepsis.

- les récepteurs PAR modulent I’inflammation

Les effets cellulaires pro inflammatoires des protéases de la coagulation mais aussi les effets
anti inflammatoires de la voie de la protéine C activée sont médiés par les PAR *°. Les PAR,
dont 4 types ont été identifiés, sont des protéines transmembranaires exprimées, entre autre, a
la surface des cellules mononucléaires, de cellules endothéliales, des plaquettes, des
fibroblastes et des cellules musculaires lisses *°. L’activation de ce récepteur est la résultante
d’un processus unique dans lequel la protéase clive la partie terminale extracellulaire du
récepteur démasquant ainsi une séquence qui sert de ligand intramoléculaire et permet le
signal transmembranaire. Ainsi, la thrombine exerce ces effets proinflammatoires au travers
de PAR-1 mais elle a aussi une haute affinité pour les récepteurs PAR-3 and -4 *°. Par ce
mécanisme, la thrombine induit la production de cytokines proinflammatoires in vitro comme
IL-6, IL-8, et des facteurs de croissance ou le facteur inhibiteur de la migration
macrophagique °"°® alors que 1’activation du PAR-2 (par les complexes FT/FVII, FT/FVII/Xa
mais aussi FXa isolément) induit une augmentation de la production de molécules d’adhésion
cellulaire et d’autres molécules comme les ROS (reactive oxygen species). De plus, 1’action
de la thrombine sur le PAR associé au facteur nucléaire kB augmente I’expression des
molécules d’adhésion et favorise ’adhésion leucocytaire. *°. Le récepteur PAR-1 a des
propriétés qui divergent en fonction de la nature de son activateur. Le paradoxe réside dans le
fait que 1’activation du PAR-1 par la thrombine a des conséquences pro inflammatoires et sur
la perméabilité vasculaire alors que le méme récepteur activé par le complexe PCa/EPCR a
une action antiinflammatoire '.. Ceci s’explique par un couplage différent du PAR-1 activé

101

avec les récepteurs de la sphingosine-1-phosphate (S1P) . Dans un cas, I’activation du
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PAR-1 par le complexe PCa/EPCR (protéine C activée/récepteur endothélial a la protéine
C) active le récepteur S1P-R1 ce qui a des conséquences anti inflammatoires. Dans le cas de
la thrombine, I’activation du PAR-1 conduit a I’activation du récepteur S1P-R3 avec pour
conséquence une action pro inflammatoire. Ces effets cellulaires de la thrombine par
I’intermédiaire des PARs ont déja été étudié dans I’insuffisance cardiaque. PAR-1 and PAR-4
sont exprimés par les cardiomyocytes, et certains auteurs ont montré que I’activation de ces
récepteurs par la thrombine augmente I’entrée du Na dans les cardiomyocytes ' la

103

contractilit¢ '®, la production de peptide atrial natriurétique et 1’hypertrophie '*. La

thrombine semble également augmenter 1’apoptose des cardiomyocytes dans les modeles

1% En effet, cette augmentation de I’apoptose

expérimentaux d’ischémie reperfusion.
cellulaire par la thrombine est induite in vitro par un mécanisme impliquant 1’activation des
récepteurs PAR-1, mécanisme réversible par I’addition d’un inhibiteur direct de la thrombine
194 Cet effet cellulaire direct de la thrombine pourrait favoriser la survenue d’arythmies ce qui

peut laisser penser que des inhibiteurs directs de la thrombine pourrait avoir un effet cardio

protecteur en dehors de leur effet sur I’inhibition de la coagulation.
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I1.2.4 Hypercoagulabilité et insuffisance cardiaque : étude de nouveaux mécanismes

Nous développerons dans ce chapitre deux mécanismes pouvant étre impliqués dans la
physiopathologie de I’hypercoagulabilité des patients insuffisants cardiaques : la voie de la
protéine C et les microparticules. Ces mécanismes n’ont été que peu étudiés (microparticules)

ou pas du tout (voie de la protéine C) dans I’insuffisance cardiaque aigué.

I1.2.4.1 La voie de la protéine C

I1.2.4.1.1 les différentes composantes de la voie de la protéine C

Un ¢état d’hypercoagulabilité peut étre la résultante d’une augmentation de
concentration des facteurs procoagulants solubles mais également d’une altération d’un
systeme de régulation de la coagulation. Il existe deux principaux systeémes de régulation de la
coagulation : ce sont les inhibiteurs circulants, dits stoechiométriques, directement actifs dans
le plasma et le systeme de la protéine C (PC) qui lui est dynamique et devient actif en réponse
a une activation par la thrombine. Le rdle de la paroi vasculaire, et notamment des cellules

endothéliales dans la régulation de I’inhibition de la coagulation est majeur.

Le systeme de la protéine C est un systéme anticoagulant dynamique comprenant plusieurs
facteurs et récepteurs : la protéine C, un récepteur (le récepteur endothélial a la PC : ’EPCR),
un catalyseur de 1’activation par la thrombine (la thrombomoduline TM), un cofacteur (la
protéine S: PS) et un activateur : la thrombine. Toutes ces molécules présentent des
similitudes structurales. Elles possédent ainsi toutes un domaine globulaire situé en position
C-terminale pour la protéine C et la protéine S (domaine SHBG pour sex hormon-binding

protein) contenant le site catalytique et en position N-terminale pour la TM (domaine
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« lectine-like ») et 'EPCR % 1% La protéine C est une glycoprotéine vitamine K dépendante
dont I’activation par ’intermédiaire du complexe thrombine-thrombomoduline permet un
contrble de la cascade de la coagulation par un mécanisme de rétrocontrdle négatif.
Synthétisée par le foie, la PC circule trés majoritairement dans le plasma sous forme d’un
zymogene simple chalne et acquiert une activité sérine protéase une fois clivée par la
thrombine. En effet, la thrombine convertit ce zymogéne en une protéase active a 2 chaines
reliées entre elles par un pont disulfide. L’élément N terminal de la chaine légere de la PC
contient un domaine non catalytique y-carboxyglutamique (Gla) suivi de 2 domaines EGF like
(epidermal growth factor). Le domaine catalytique de la PC est localisé au niveau de la partie
C-terminale de la chaine lourde de cette molécule. Le domaine Gla avec ces 9 résidus Glu
vitamine K dépendants permet ’interaction calcium dépendante de la PC avec la protéine S

sur les surfaces membranaires chargées négativement.

L’¢lément clé de la voie de la protéine C réside dans sa capacité a répondre a la présence de
thrombine. L’activation physiologique de la protéine C par la thrombine s’effectue a la
surface des cellules endothéliales vasculaires par I’intermédiaire de 2 récepteurs endothéliaux
le récepteur endothélial de la protéine C et la thrombomoduline en présence de calcium Cette

activité de la PCa a comme cofacteur la protéine S.
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Figure 3 Représentation schématique de l'activation de la protéine C sur les surfaces
membranaires '*°
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- la thrombomoduline :

La thrombomoduline (TM) est une glycoprotéine membranaire avec une masse moléculaire
de 74 Da. Elle est exprimée essentiellement par les cellules endothéliales mais aussi les
trophoblastes, les cellules musculaires lisses vasculaires, plusieurs lignées tumorales et par
des lignées de mégacaryocytes. Elle possede plusieurs domaines EGF dont les domaines EGF
5 et 6 contenant un site de fixation pour la thrombine au niveau de 1’exosite 1 ce qui bloque
I’interaction avec les autres protéines se liant a la thrombine et modifie sa spécificité

107, 108

enzymatique. La thrombomoduline accélére 1’activation de la protéine C par la

199119 I ’activation de la PC est ensuite

thrombine d’un facteur 1000 en présence de calcium
améliorée par la liaison du zymogene par le domaine Gla a ’EPCR au niveau de la surface

des cellules endothéliales. Le mécanisme par lequel les 3 co facteurs (TM, Ca, EPCR)
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participent a I’activation de la protéine C a été largement étudié. La stabilisation de la boucle
70-80 de la protéine C par le calcium est essentielle pour la reconnaissance et 1’activation du
zymogene, Une des hypotheses est que la liaison du calcium a la boucle 70-80 induit une
modification de conformation dans I’activation de la protéine C et de ce fait améliore sa

complémentarité avec la thrombomoduline.

Figure 4 Structure moléculaire de la thrombomoduline '

Growth
Factor- Like
Domains 6f T

Anicn-Binding
wotite 2

-

(
{ Pt >
‘\.\ ] =

S Thrombin

)_ £ Stimulotes
== }————Thrombin
) Inhibition

AV

Chondsoitin
Sulfate
NV
VA

Membrane

-  I'EPCR:

L’EPCR est une glycoprotéine transmembranaire dont la structure en 3 dimensions est
composée de 2 hélices a et de 8 feuillets B reliés entre eux permettant la liaison aux
phospholipides. La liaison de la protéine C a ’EPCR par I’intermédiaire des domaines Gla
permet d’aligner la protéine C au complexe thrombine/TM. Il est a noter que ce récepteur se

caractérise par une affinité pour la protéine C strictement identique a celle pour la PC activée.
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Contrairement a la TM, I’EPCR est essentiellement exprimé par les cellules endothéliales des
gros vaisseaux et beaucoup plus rarement au niveau des capillaires '''. Cette différence
d’expression des 2 récepteurs (TM et EPCR) entre les gros vaisseaux et les capillaires n’est
pas clairement expliquée. Il s’agirait d’un mécanisme de régulation qui permettrait 1’équilibre

"2 1 ’EPCR n’est pas exclusivement

hémostatique quel que soit le calibre du vaisseau
exprimé par les cellules endothéliales mais également par les cellules musculaires lisses
vasculaires %, les neutrophiles ', les cellules dendritiques et sur les cellules souches
hématopoiétiques. L’EPCR se caractérise par sa capacité a lier la PC a la surface des cellules
endothéliales et a augmenter la réaction d’activation de la PC par la thrombine. Mesurée in
vitro, ’EPCR membranaire endothélial augmente 1’activation de PC en PCa de 4 a 8 fois en
améliorant I’alignement de la PC avec la thrombine. Cette activation est augmentée d’un
facteur 20 lorsqu’elle est analysée in vivo ''°. Dans le cadre de la coagulation, ’'EPCR agit sur
la disponibilité de la PCa selon deux voies. L’EPCR permet I’activation de la PCa a la surface
des cellules endothéliales. Ainsi, lorsqu’on inhibe I’activité de I’EPCR par un anticorps
bloquant I’interaction EPCR/ protéine C, I’activation de la PCa induite par la thrombine
diminue de prés de 88% '> Plus récemment, il a été montré que I’EPCR est un site de liaison
pour le FVII et/ou le facteur FVII activé a la surface de la cellule endothéliale et ce, avec la
méme affinité (donc en compétition) que pour la protéine C ou la PCa. La liaison
EPCR/FVIIa réduit de maniere significative I’effet pro coagulant du FVIIa. Cet effet se
manifeste en accélérant I’endocytose du facteur VIla, donc sa clairance. Ceci diminue
I’exposition vasculaire et sanguine a ce facteur VIla qui initie pour une bonne partie avec le
FT la voie extrinséque de la coagulation ''°. Parallélement & cette forme membranaire, il
existe une forme soluble de I’EPCR (sEPCR) identifiée dans le plasma humain qui garde les
mémes propriétés de liaison a la PC et a la PCa ''7. C’est sous I’action des métalloprotéases et

notamment I’ADAM17 (ou TNF-alpha converting enzyme, TACE) que ’EPCR est clivé au
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niveau de la membrane cellulaire pour libérer la forme soluble, mais possiblement aussi par la
protéase 3 (PR-3) des polynucléaires neutrophiles ''® ' Ce processus est physiologique mais
peut augmenter par I’action de la thrombine et de I’interleukine 1B ''®. Cependant, lorsque la
PCa se lie a I’EPCR soluble, elle n’a plus la capacité d’inactiver le facteur Va et ceci est
probablement di 4 des changements conformationnels. '*°

Si le role membranaire de ’EPCR en situation physiologique réside essentiellement dans le
maintien de ’anticoagulation dans le sang circulant, le role de la forme soluble est moins
clair. Elle semble jouer un role plutdt procoagulant dans le lupus ou dans le sepsis ou le ratio
sEPCR/EPCR se modifie vers un versant pro coagulant en raison d’une sur expression de la
forme soluble.'*! En plus de ses propriétés anticoagulantes (pour la forme membranaire),
I’EPCR a clairement un role dans I’inflammation. La plupart des effets de I’EPCR sur
I’inflammation ne peuvent pas étre dissociés de ceux de la PCa comme nous le reverrons
ultérieurement. Ces effets passent notamment par 1’interaction PCa -EPCR avec les récepteurs

de type Protease activated Receptor (PAR) a la surface des cellules endothéliales 122

- laprotéine S :

La protéine S est une protéine plasmatique constituée d’une chaine polypeptidique de 635

acides aminés répartis en plusieurs parties :

- une partie N-terminale identique a celle des protéines vitamine K-dépendantes,
comportant un domaine Gla et 4 domaines EGF, le domaine Gla étant séparé
d’EGFI1 par un segment supplémentaire de 29 acides aminés, contenant un pont
disulfure correspondant a la région sensible a la thrombine (TSR).

- une grande partie C-terminale contenant une région homologue a la SHBG (sex

hormon binding protein). Ce SHBG like domaine joue un réle d’intermédiaire dans
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la liaison de la PS avec une protéine du complément: la C4BP (C4 binding
protein) ce qui entraine une inhibition du rdle de la protéine S comme cofacteur de
la PCa. Dans le plasma, 60% de la PS est complexé avec le C4BP et seulement les

40% restant libre peuvent agir comme cofacteur de la PCa.

La protéine S, cofacteur plasmatique, participe a la fonction anticoagulante de la PC qui est
la dégradation protéolytique des cofacteurs procoagulants FVa et VIlla. Elle peut se lier
également par le domaine Gla a ’EPCR, une interaction importante tant pour 1’activité
anticoagulante de la protéine C que pour ses propriétés anti-inflammatoires et anti-

apoptotiques.

La protéine S posséde un effet anticoagulant in vitro indépendamment de la protéine C en

inhibant directement les complexes prothrombinase et tenase par différents modes d’action :

- une inhibition du complexe prothrombinase via une liaison directe sur les FVa et FXa

- une compétition entre la protéine S et les complexes tenase et prothrombinase pour la
liaison sur les phospholipides anioniques

- une augmentation du clivage en Arg 506 du FVa non li¢ au FXa ayant pour résultat

1’épuisement du FVa libre et la dissociation des complexes FXa/FVa 2 124 125126
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Figure 5 Role régulateur de la protéine C dans I'hémostase
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L’expression du facteur tisssulaire conduit a la formation des complexes facteurs VIlla-IXa et Va-Xa et au final a la
génération de thrombine. La thrombine peut ensuite étre a 1’origine de la formation de fibrine, de I’activation plaquettaire et
des cellules endothéliales ou elle peut se lier a la thrombomoduline (TM) : elle active alors rapidement la protéine C (APC) ;
Cette liaison est favorisée par la fixation de ce complexe a I’EPCR. Une fois la protéine C activée dissociée de I’EPCR, elle

se lie 4 la protéine S et ce complexe inactive les facteurs Va et VIIIa. '*°

11.2.4.1.2 Mécanismes d’action de la PCa

- les actions anticoagulantes de la PCa

La PCa a un role d’inhibition de la cascade de la coagulation par la dégradation
protéolytique des cofacteurs FVa et FVIIla qui sont des cofacteurs essentiels pour les FXa et
IXa. La PCa clive les facteurs Va et VIlla et les inhibe via une action protéolytique
nécessitant la fixation de I’enzyme (PCa) et ses substrats (FVa et FVIIla) sur les surfaces
phospholipidiques chargées négativement, en présence de calcium, et de la protéine S '*’ .

L’inactivation du FVa par la PCa nécessite principalement 2 clivages au site Arg-306 et Arg-



45

506 localisés sur les domaines A1l et A2 du cofacteur respectivement '**

. Il a été démontré que
la PCa clive ces 2 sites selon un ordre séquentiel, avec un clivage initial survenant rapidement
au site Arg-506 suivi d’un clivage plus lent survenant au site arg-306 '*°. Alors que le clivage
du site Arg-506 est relativement rapide et indépendant du cofacteur, le clivage de du site Arg-
306 est accéléré d’un facteur 20 par la protéine S *°. Le site qui détermine au niveau de la
PCa le clivage spécifique du peptide Arg-306 n’est pas identifié. Si le clivage du site Arg-306
par la PCa est bien dépendant de la membrane, cela suppose que la liaison protéine S -
protéine C activée conduit a la modification de topographie de la liaison membranaire de la
PCa, qui permet a la protéase de reconnaitre et de cliver le site Arg-306 sur le surface
membranaire ', En ce qui concerne le facteur VIIIa, la PCa clive le cofacteur au niveau des
sites Arg-336 et Arg-562 localisée sur les sous unités Al et A2 respectivement %
Contrairement au FVa pour lequel le clivage isolé du site Arg-506 inactive partiellement le

cofacteur, le clivage par la PCa de chaque site sur le facteur VIIla conduit a ’inactivation

\ 133
presque complete de ce cofacteur ™.

- larégulation de ’activité protéolytique de la PCa dans le plasma

Cette activité protéolytique dans le plasma est régulée principalement par trois serpines :
I’inhibiteur de la protéine C (PCI), le plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1) et I'al
antitrypsine. L’ a2-macroglobuline contribue également a la régulation de 1’activité de la PCa
dans le plasma. Néanmoins, le PCI reste le principal inhibiteur de la PCa méme si la
concentration des autres inhibiteurs est plus importante dans le plasma et forme un complexe
stoechiométrique avec la PCa. Les 2 molécules possédant des sites de liaison aux
glycosaminoglycanes, la formation des complexes PCa/PCI est facilitée par I’héparine et les

sulfates de dextran. L’inhibition de la PCa par le PCI dépend également de la présence de
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phosphatidylsérine au niveau des surfaces, notamment de la membrane plaquettaire et des
microvésicules. Outre la PCa, le PCI peut inhiber d’autres protéases comme le FXa, la

thrombine mais également le FXIa * ',

Cependant, la PCa réagit trés lentement a ces
inhibiteurs ce qui a pour conséquence une longue demi vie : 20-25 mn dans le plasma. Un
autre mécanisme de régulation de la PCa dans le plasma est représenté par 1’endocytose

médiée par I’EPCR qui facilite la transcytose de la protéase et sa clairance a partir de la

circulation.

De ces 3 serpines, la réactivité de la PCa avec 1’al- antitrypsine est la plus longue mais en
raison de sa concentration élevée dans le plasma, son role de régulation reste important. Si la
réactivité des 2 autres serpines est également assez longue, les cofacteurs de 1’héparine et la
vitronectine accélérent notablement la réactivité de la PCa aux PCI et PAI-1. Ainsi en
thérapeutique, les hautes concentrations en héparine peuvent accélérer 1’inhibition de la PCa
par le PCI suggérant I’effet délétere de I’héparine dans le sepsis sévere. Le PCI joue
également un role important dans la régulation de 1’activation de la PC par la thrombine par le
fait qu’il inhibe rapidement la thrombine lorsque la protéase forme un complexe avec la
thrombomoduline. 11 a été¢ démontré que la TM fournissait un site de liaison pour le PCI dans
le complexe thrombine-TM et de ce fait facilite une meilleure reconnaissance des serpines par

le complexe contenant la PCa.

- Les effets cytoprotecteurs de la PCa :

Le systeme de la protéine C possede de multiples fonctions pour maintenir un €quilibre
entre 1’hémostase et les systémes immunitaires en réponse a une atteinte vasculaire ou

inflammatoire. La PCa a des effets protecteurs, en premier lieu, en favorisant la baisse de la
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génération de thrombine, puissant activateur cellulaire de 1’inflammation. Cependant, des
effets directs cellulaires de la PCa indépendants de la thrombine, ont également été rapportés.
Les activités cytoprotectrices de la protéine C comportent une activité anti-apoptotique et anti
inflammatoire, une action de I’expression de certains geénes et un effet stabilisateur de la
barriere endothéliale. L’EPCR ainsi que le PAR 1 joue un role central pour I’activité
cytoprotectrice de la PCa. Grace a ses propriétés amidolytiques, la PCa clive PAR-1 et fait
intervenir des voies de signalisation intracellulaires comme celles des MAP (mitogen
activated protein) kinases et/ou des PI3 Kinases, qui sont des voies de signalisation
préférentielles impliquées dans ’activation TNF a. *° 7 L’activité cytoprotectrice médiée
par la PCa nécessite la co-localisation de PAR-1 et d’EPCR dans des cavéoles (vésicules
provenant d’une invagination plasmique constituées d’un radeau lipidique et d’une protéine
transmembranaire la caveoline) induites probablement par la présence de ’EPCR et elle est

initiée lorsque la PCa se lie a ’EPCR et active PAR-1.
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Figure 6 Activation du PAR-1 par la protéine C activée
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Schéma représentant 1’activation du PAR-1 par la PCa et la thrombine lorsque I’EPCR est libre ou occupé par son ligand la
protéine C (A). L’EPCR est associé avec la cavéoline-1 (Cav-1) dans le raft lipidique (microdomaine de la membrane
plasmatique) des cellules endothéliales lorsque ce récepteur n’est pas occupé par le domaine Gla de la PC/PCa. La thrombine
clive PAR-1 et induit une réponse délétére au travers du couplage du récepteur avec les protéines G12/13 et Gq (B). La
liaison de I’EPCR avec la PCa conduit a une dissociation de I’EPCR de la cavéoline-1 et de ce fait modifie la spécificité du
signal du PAR-1 par son couplage avec la protéine Gi. Ainsi, le clivage du PAR-1 par la thrombine initie une réponse
protectrice lorsque I’EPCR est occupé (C). 1l s’agit du méme mécanisme que (B) exception faite que la PCa induit une
réponse protectrice dépendante de 'EPCR et de PAR-1. '3*

Les propriétés cytoprotectrices médiées par la PCa améliorent la survie cellulaire et peuvent,
en fonction du type d’atteinte cellulaire, se manifester par une activité anti-inflammatoire et
anti-apoptotique. D’autres facteurs contribuent ensemble a ’activité de la PCa sur les cellules
endothéliales : les récepteurs CD11b/CD18, PAR-3, le S1P1 (sphingosine-1-phosphate
receptor 1) par exemple *°. Ainsi, 1’action cytoprotectrice de la PCa, par I’interaction avec
son récepteur spécifique EPCR et le PAR-1, peut étre schématisée par son impact sur les

cibles suivantes :

- la modulation de la régulation des génes



- la protection du role de barriére de 1’endothélium

- Dactivation du processus anti inflammatoire

- Dactivation du systéme anti apoptotique

Figure 7 Les différentes composantes de la voie de la protéine C

EPCR
PC activation Antithromboti Cytoprotective
activity signaling
nactivation Inactivation Altered gene| |Anti-inflammatory | Anti-apoptotic | Barier protective
factorVa factor Villa expression activities activities effects
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Les trois principales actions de la voie de la protéine C décrites de gauche a droite sont 1’activation de la protéine C, la voie
anticoagulante de la protéine C et I’action cytoprotectrice de la protéine C '**

la modulation de la régulation des génes par la PCa :

La PCa régule de nombreux genes directement ou indirectement en étant a 1’origine d’une

baisse de la régulation des génes codant pour une activité pro inflammatoire et/ou pro

apoptotique. Ces effets passent essentiellement par la voie NF-kB (nuclear factor-kappa B),

une des voies intra cellulaires préférentielles de ’activation par le TNF-a '*°. Cependant, c’est

via le méme récepteur PAR-1 qu’a la fois la thrombine et la PCa par des effets opposés,
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peuvent induire des signaux intracellulaires. Les protéines NF-kB sont des activateurs
transcriptionnels présents dans la cellule sous forme de dimeres. En I’absence de signaux
extracellulaires spécifiques, les dimeres NF-kB sont retenus dans le cytoplasme sous forme
inactive par leur interaction avec les molécules de la famille IkB. A la suite de diverses
stimulations (par le TNF-a notamment), les molécules IkB sont phosphorylées ce qui va avoir
pour conséquence de permettre aux dimeres NF-kB d’étre transportés dans le noyau ou ils se

. - 141
fixent sur les promoteurs de leurs genes cibles

les effets sur la barriére endothéliale :

En cas de perte d’intégrité de la barriére endothéliale dans certaines pathologies, il s’en suit
une perméabilité endothéliale accrue, une fuite protéique vers la matrice ce qui aggrave les

.. . . , . 142
conditions inflammatoires et hémodynamiques

La fixation de la PCa sur le récepteur
PAR-1, induit une action sur la sphingosine (SphK-1) qui surexprime la sphingosine-1
phosphate (SIP). Cette derniere active un récepteur SIP1 qui induit des voies de signalisation

via la famille Rho et les MAP kinases pour ainsi réduire la perméabilité endothéliale et

stabiliser le cytosquelette '*.

les effets anti apoptotiques :

Les effets anti apoptotiques de la PCa ont pu étre démontrés in vitro comme in vivo '**. Le
signal intracellulaire repose toujours sur I’activation de PAR-1 par la PCa en présence
d’EPCR au niveau de la membrane cellulaire, notamment endothéliale. Les signaux induits
sont de 2 ordres. Il existe une régulation directe vers les 2 voies de I’apoptose cellulaire

intrins€éque et extrinseque. D’autre part, il existe un effet sur les voies de I’apoptose via 1’effet
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régulateur de 1’expression des génes, par I’effet sur la voie NF- kB. Sur la voie intrinséque, la
PCa module I’expression des molécules pro apoptotiques comme p53 et Bax et maintient
Ieffet protecteur anti apoptotique de Bcl-2 ' . La PCa agit également sur la voie
extrinséque des caspases en inhibant les caspases initiatrices (caspases 8 et 9) autant que les

caspases (3) effectrices '*°

les effets anti inflammatoires :

Les effets anti inflammatoires démontrés pour la PCa concernent les cellules endothéliales et
les lignées leucocytaires. Ceci passe essentiellement par 1’inhibition de la voie des NF- kB et

des cytokines qui en dépendent, via I’activation de PAR-1 et de ’EPCR.'*

Les conséquences
en sont essentiellement une diminution de I’expression des médiateurs inflammatoires de
I’endothélium ainsi que de I’expression des molécules d’adhésion comme ICAM-1, VCAM-1
a la surface des cellules endothéliales '** '*". L’EPCR est exprimé sur une bonne partie de la
lignée monocytaire et macrophagique. Par 1’activation PCa/PAR, la PCa entraine une baisse

de ’expression des cytokines induites (IL-1 et TNF-alpha) ainsi que 1’inhibition du relargage

de chémokines telles que MIP-1 ou MCP-1 par la lignée monocytaire '**.

Il a également €t€¢ mis en évidence un effet inhibiteur de la PCa au niveau de la migration

leucocytaire des neutrophiles via des intégrines, cette fois-ci indépendamment de 'EPCR '*°.
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- Résistance a la PCa rapportée a différentes conditions biologiques et situations

cliniques :

La résistance a la protéine C a été initialement mise en évidence chez des familles a risque de
thrombose puis relié secondairement a la mutation du facteur V (Arg506GIn ) (FV Leiden)
150 Méme si le FV Leiden reste une cause majeure de résistance a la protéine C, un certain
nombre d’anomalies acquises contribuent a cette résistance avec des conséquences
thrombotiques au final. Les mécanismes moléculaires correspondant a la résistance de la
protéine C activée liée au facteur V Leiden sont bien établis. Par I'intermédiaire d’une
modification Arg506 en Gla, (mutation FV Leiden) le clivage du facteur V par la PCa ne peut

151
et pour

survenir, ce qui est nécessaire a la fois pour I’inactivation effective du facteur Va
I’expression de I’activité co facteur dans I’inactivation du facteur FVIIla 152 En effet, Thorelli
et coll ont constaté qu’en présence de facteur V « normal » c’est a dire sans modification
Arg506 en position Gla, de petites quantités de PCa sont nécessaires pour inactiver le FVIIIa.
En revanche, des concentrations méme relativement élevées de PCA ne suffisent pas en
présence d’un FV-506. Ceci suggere que le clivage Arg-506 rend la dégradation du FVIIla
hautement sensibles & la PCa. Mise a part la mutation FV Leiden, d’autres mutations du

facteur V peuvent conduire a cette résistance a la PCa (mutation du site de clivage Arg 306

.par exemple.),

Les modifications quantitatives et qualitatives des substrats (FVa et FVIIIa) et des cofacteurs
(protéine S et FV) de la PCa, aussi bien que les composants des complexes prothrombinases
(FXa, prothrombine) et tenases (FIXa et FX) peuvent influencer la réponse du plasma a la
PCa. Ci-dessous , Castoldi et al rapportent une série de facteurs procoagulants dont les

variations peuvent déterminer une résistance & la PCa '*°,
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Figure 8 Différentes situations conduisant a une résistance a la protéine C
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Mis a part le FV Leiden, d’autres facteurs génétiques ou acquis contribuent a une résistance a la PCa (RPCa). La plupart
d’entre eux agissent en modifiant le taux des facteurs pro et inhibiteurs de la coagulation, ce qui peut-étre évalué par le temps
de céphaline activée et/ou le potentiel thrombinique. OC : contraceptif oral, TFPI : tissue factor pathway inhibitor, PS :
protéine S, PT : prothrombine '*

Les effets de I’hyperprothrombinémie sur la RPCa sont dus également a la capacité de la
prothrombine & protéger le facteur Va de I’inactivation médiée par la PCa '>* '°°. 11 faut citer

le role joué par une élévation du taux de FVIII °°

sur le degré de résistance a la PCa comme
celui des facteurs FIX (a) et FX(a). En effet, une ¢élévation du taux des facteurs FIX(a) et
FX(a) peut induire une RPCa via une protection accrue de ses cofacteurs FVIIla et FVa par

rapport a I’inactivation médiée par la PCa % 17,

1l faut également citer le role joué par un taux bas de protéine S °* ' et/ou de TFPI sur la
RPCa. Contrairement a la protéine S qui agit comme cofacteur de la PC, les effets du TFPI

sont moins clairs. Hackeng et coll ont en fait montré que la protéine S est aussi un cofacteur
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du TFPI pour I’inhibition du facteur Xa et que les voies de la protéine C et du TFPI

160 161 L
60 161, Ainsi, une

travaillent de concert dans la régulation du processus de coagulation
diminution de D’efficacité¢ du systeme protéine S/TFPI rend plus difficile le contrdle de la
génération de thrombine par la PCa. D’autre part, les travaux de Taube et coll ont contribué a
la compréhension du mécanisme qui relie le phénotype PCa résistant et [’activation
plaquettaire. Plusieurs études avaient précédemment montrée que 1’ajout de plaquettes

12 Pour Camire et coll, les FVa

engendre une diminution de la sensibilit¢ a la PCa
plasmatique et plaquettaire représentent différents substrats pour la PCa, suggérant que les
plaquettes soutiennent la génération de thrombine par relargage du FV avec un phénotype
PCa résistant et éventuellement en fournissant une surface membranaire qui retarde

I’inactivation du cofacteur -

Selon Taube et coll, une RPCa dépendante de 1’activation plaquettaire peut étre obtenue par
une variété d’agonistes plaquettaires. Dans leurs travaux, la réponse au TRAP et au collagene
suggere que ’activation plaquettaire in vivo est capable de produire une RPCa comme celle
rapportée chez des patients présentant une mutation FVR506Q '®%. Cela permet de déduire
que P’activation plaquettaire sur le site de la 1ésion endothéliale régule un mécanisme naturel
anticoagulant en favorisant la génération de thrombine. Il existe, comme nous le montrent
Castoldi et coll, un certain nombre de conditions acquises conduisant a une RPCa. Plusieurs
facteurs de risque de thrombose veineuse profonde sont associés par exemple a une RPCa. Il
faut citer comme exemple la présence d’anticorps antiphospholipides, une néoplasie, une

. r : . . . 164, 1
grossesse, la prise d’une hormonothérapie substitutive ou d*une contraception orale '** %,

Une RPCa dans le cadre d’une maladie néoplasique est attribuable a ces modifications des
facteurs de coagulation et d’inhibition sachant que ces modifications semblent spécifiques a

chaque type de néoplasie. Par exemple, les tumeurs solides semblent donner une RPCa par
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une augmentation des taux de facteurs procoagulants '°° alors que les hémopathies malignes

engendre cette RPCa par une diminution de la protéine S '°.

- Apports de la PCa recombinante en pratique clinique :

L’utilisation de la PCa recombinante humaine (PCRha) en pratique clinique est une suite
logique apportée aux propriétés anticoagulantes, anti-inflammatoires et anti-apoptotiques
rapportées de la PCa. A partir du début des années 2000, la majeure partie des travaux menés
sur la PCa humaine recombinante en pratique clinique a été réalis¢ dans le cadre du sepsis
mais aucune dans le cadre de I’insuffisance cardiaque. Au cours du sepsis, il existe une
activation systémique de la coagulation dans la microcirculation. Cet état procoagulant est
entretenu par une défaillance des systémes anticoagulants endogenes et une inhibition de la
fibrinolyse. Ces éléments contribuent a la coagulation et la formation de microthrombi au
détriment d’une lyse physiologique et induisent un défaut de perfusion d’organe. Les cellules
endothéliales acquicrent lors du sepsis des propriétés procoagulantes et/ou perdent leurs
propriétés anticoagulantes et fibrinolytiques sous 1’action des endotoxines et des cytokines
pro-inflammatoires ' '%_ Un premier travail réalisé dans un modéle de sepsis sur ’animal a
suggéré que la voie de la protéine C protégeait des défaillances polyviscérales et du choc
septique '°. 1l a fallu attendre 1’étude de phase III (PROWESS : protein C worldwide
evaluation in severe sepsis) menés sur 1 690 patients '’ pour évaluer efficacité de la Rh PCa
dans le sepsis chez I’homme. La mortalité du groupe placebo (30,8 %) était significativement
plus €levée que le groupe Rh PCa (24,7 %) avec une tendance non significative en faveur de
complications hémorragiques graves . Différentes études menées sur le sepsis laissent a
penser que la Rh PCa pourrait améliorer la dysfonction vasculaire et endothéliale et la réponse

aux catécholamines lors du sepsis ' > '”*. Des études trés récentes ont ainsi démontré un effet
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du traitement par la Rh PCa sur la microcirculation '™ de méme que sur la macro et micro
réactivité plaquettaire ' . Cependant, les différentes études qui ont suivi ont freiné
I’enthousiasme généré par la Rh PCa en pratique clinique. L’étude ADDRESS, consacrée a
1’administration de Rh PCa chez des patients atteints d’une seule défaillance d’organe ',
1’étude PROWESS-SHOCK 77178 et I’étude randomisée APPROOCCHS, n’ont finalement
pas montré de différence significative en faveur de I'utilisation de PCRha chez ces patients en
choc septique ce qui a conduit & I’arrét de Iutilisation de la PCRha.'”

Tout ceci traduit la grande difficulté d’adapter les effets de la Rh PCa a partir d’un modéle
expérimental a une situation clinique évolutive. L’administration de Rh PCa dans le mode¢le
animal et cellulaire est souvent précoce ce qui favorise les effets anti-inflammatoires de la Rh
PCa en diminuant I’apoptose cellulaire a ce niveau et régule les molécules d’adhésion
endothéliale. Cet effet protecteur sur I’endothélium est donc différent d’un effet réparateur de
la RhPCa sur une atteinte endothéliale effective, fonction de la gravité et du délai de prise en

charge du choc septique ™.

11.2.4.2 Les microparticules

11.2.4.2.1. Introduction

Les microparticules (MPs) représentent une population hétérogéne de vésicules
inframicrométriques (0,1 a 1um) libérées en réponse a I’activation ou a I’apoptose cellulaire.
La formation de MPs est un processus hautement régulé permettant une libération sélective et

181 \
81 La nature des cellules méres

importante de contenus cellulaires dans le milieu environnant.
ainsi que les facteurs déclenchants a D’origine de la formation des MPs déterminent le

nombre, la taille, les compositions antigéniques et les fonctions biologiques des MPs. Le taux

de MPs circulantes peut étre considéré comme une balance dynamique entre le taux de MPs
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libérées par I’activation ou 1’apoptose cellulaire et la clairance de ces MPs par la circulation.
Chez I’individu sain, la plupart des MPs détectables dans le sang sont dérivés des plaquettes
alors que les MPs d’origines endothéliale, leucocytaire et érythrocytaire peuvent étre
présentes mais seulement en petite quantité " ' Leur nombre et leur origine différent

cependant de manicre importante selon les conditions pathologiques.

Figure 9 Aspects de microparticules en microscopie électronique a partir de
84

4 « 1
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- Genese et structure des MP :
Les microparticules circulantes (MP) résultent de la microvésiculation (blebbing) des
membranes cytoplasmiques cellulaires et sont libérées dans 1’espace extracellulaire a la suite
de ’activation ou de ’apoptose cellulaire '®. Les MP ne contiennent pas de noyau, et elles se
distinguent d’autres ¢€léments circulants comme les exosomes et les corps apoptotiques
essentiellement par leur taille et dans une moindre mesure par [’expression de la
phosphatidylsérine (PSer) '®. A 1’état non activé, la composition et la distribution des
phospholipides des membranes cellulaires sont tres spécifiques : la phosphatidylcholine et la
sphingomyeline sont localisées sur la couche externe de la membrane cellulaire alors que les

phospholipides anioniques, la phosphatidyléthanolamine (PE) et la PSer sont retrouvées au
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niveau du feuillet interne. Le maintien de cette asymétrie est essentiel et il est assuré par un
complexe enzymatique transmembranaire. L’activation et 1’apoptose cellulaire vont aboutir a
I’augmentation du calcium intra-cytoplasmique qui induit une régulation de I’activité
enzymatique des transporteurs phospholipidiques entre les deux feuillets membranaires
(flippase ou aminotranslocase, floppase et scramblase) qui conduisent & une externalisation
des phospholipides chargés négativement (PSer et PE). L’activation et I’apoptose induisent
d’autre part une protéolyse du cytosquelette suite a une activation enzymatique telle que la
calpaine et la gelsoline conduisant a un bourgeonnement membranaire et a la formation des

MPs cellulaires

Figure 10 Mécanismes impliqués dans la vésiculation membranaire
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(d’apres Daniel L., activité néphrologique 2007, chapitre 4, p37, Flammarion)

- Identification des MP

L’expression de la PSer est une caractéristique importante des MP quelle que soit leur origine

cellulaire. La fixation spécifique, en présence de calcium de 1’annexine V sur la PSer permet
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I’analyse des MP in vitro et ex vivo. Cependant, des MPs exprimant des marqueurs
endothéliaux ont été identifiées comme négatives pour la PSer dans le plasma des patients
drépanocytaires '*'. Les effets biologiques des MPs dépendent de leur composition protéique
et lipidique qui elle-méme dépend de la cellule mére et du stimulus lors de leur formation.
Toutefois, il a ét¢ montré que les MPs issues d’un type cellulaire n’expriment pas tous les

% ou au contraire les expriment en plus grande

marqueurs spécifiques de leur cellule mére '
quantité '*°. Les MPs portant ainsi les antigénes des cellules dont elles proviennent peuvent
transférer des molécules de surface a d’autres types cellulaires. La liaison de ces antigénes de
surface a leur récepteur spécifique peut activer des voies de signalisation intracellulaire. Les
MPs peuvent ainsi provoquer des réactions cellulaires dans le microenvironnement ou elles
ont été générées. Ainsi, il est possible de citer par exemple I’interaction des MPs plaquettaires
avec les monocytes et les cellules endothéliales. D’autre part, les MPs plaquettaires stimulent
la prolifération, la survie, 1’adhérence, et le chimiotactisme des cellules hématopoiétiques °°.
Elles peuvent également transférer les chémokines RANTES (pour regulated upon activation,

normal T cell expressed and secreted) et ainsi attirer les monocytes a la surface de

’endothélium activé '
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Figure 11 Différences dans l'expression antigénique des microparticules
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Différences dans I’expression antigénique des MP d’origine endothéliale en fonction de ’activation et de 1’apoptose des
cellules meéres. Les activateurs des cellules endothéliales dont la thrombine provoquent une augmentation du calcium
cytosolique qui conduit a la rupture membranaire. La Caspase-2 induit ROCK-II indépendamment de la mort cellulaire. Les
inducteurs de 1’apoptose incluant ROCK-1(Rho activated kinase), les caspases et le FAS ligand activent les caspases et
induisent la rupture membranaire des cellules endothéliales conduisant a la vésiculation et a la formation des MPs
endothéliales. (e nombre de barre représente le niveau d’antigéne a la surface des MP : 1 barre niveau bas, 4 barres niveau
éleve ) '

11.2.4.2.2. Propriétés des microparticules

- Propriétés pro coagulantes des microparticules

La membrane cytoplasmique des MPs présente toutes les propriété€s pour agir comme support
a des réactions de coagulation. Les propriétés procoagulantes des MPs proviennent
principalement de I’expression des phospholipides anioniques comme la PSer et du FT,
acteurs majeurs du systéme de coagulation '**. Durant la formation des MPs, la perte de la
distribution asymétrique des phospholipides au niveau membranaire augmente le potentiel
procoagulant en facilitant la liaison des facteurs de coagulation Ca+ dépendant a la surface de

la MP ce qui rend possible la formation des complexes tenase et prothrombinase suivie de la
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génération de thrombine '**

. Les MPs exprimant a la fois la PSer et le FT auraient le potentiel
procoagulant le plus important . La principale source de MPs circulantes présentes chez les
individus sains est représentée par les MPs plaquettaires. Cependant, les MPs plaquettaires
exprimant a la fois la PSer et le FT y sont présentes en quantité infime. Il a ét¢ démontré
d’autre part que les MPs plaquettaires peuvent également se lier au facteur VIII activé
(FVIIla), cofacteur du complexe enzymatique tenase, qui active le facteur X (FX) '°. Les
MPs plaquettaires ont également la capacité de se lier au facteur V activé (FVa) qui se
combine avec le FXa pour former le complexe prothrombinase '°’. Les MPs plaquettaires
ayant la capacité de diffuser dans la circulation, ce processus procoagulant ne reste pas
localis¢ au site initial. Non seulement les MP plaquettaires semblent présenter un pouvoir
procoagulant prolongé par rapport aux plaquettes activées mais pour certains auteurs, ce
pouvoir procoagulant est nettement plus important de I’ordre de 50 & 100 fois plus élevé '**.
L’expression du FT par les MPs plaquettaires est néanmoins controversée et résulterait plutot
de la fusion entre les MPs d’origine monocytaire TF+ et les plaquettes actives . Des
données récentes confirment ces résultats, I’acquisition d’une activité de type « FT » dans le
sang, en particulier par les neutrophiles, serait sous la dépendance d’un transfert direct de FT
depuis les monocytes, probablement de maniére « paracrine » par [’intermédiaire de

- - 198, 200, 201
microparticules

. Les MPs endothéliales possedent également des propriétés
procoagulantes de par leur expression de PSer et de FT. L’expression endothéliale du TF a été
mis en évidence tant sur des modeles animaux d’endotoxémie que dans le sepsis chez
I’homme 2> 2% 11 a été démontré que les MPs endothéliales expriment aussi le VWF qui joue
un réle dans la formation du clou plaquettaire ***. Un taux élevé de MPs endothéliales est
observé lors de la rupture de la plaque d’athérome au cours du syndrome coronarien aigu >**.

Ces résultats indiquent que les MPs sont produites dans la plaque d’athérome et que

I’apoptose, qui siege au sein de la plaque d’athérome, joue un rdle important dans
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I’amplification des événements thrombotiques lors de la rupture de la plaque via la production

de MPs procoagulantes.

Figure 12 Représentation schématique du role des MPs dans le développement du

thrombus
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Différents types de MP sont formés au niveau de la 1ésion locale. Les MPs d’origine endothéliale (eMPs)et monocytaire

(mMPs) exprimant le FT créent un environnement favorable pour initier et étre le support des réactions de coagulation. 2%

- les propriétés anticoagulantes des MP

Les MPs présentent également des propriétés anticoagulantes principalement basées sur
I’expression du TFPI a leur surface Le complexe TF-FVIIa est régulé par le TFPI qui est lui-
méme synthétisé par les cellules endothéliales et qui agit contre 1’activation inappropriée de la
coagulation **. Ainsi, il est possible que le TFPI exprimé par les MPs puisse inhiber les

complexes TF-VIla. Cette expression du TFPI est présente a la surface des MPs d’origine
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208 . 209 .
, monocytaire ~ et sur les MPs circulantes dans le cadre de

plaquettaire ', endothéliale
Iinfarctus du myocarde *'°. Ainsi, I’équilibre entre TF et TFPI détermine le degré de
thrombogénicité et différe en fonction des situations pathologiques comparés aux sujets sains.

Cet équilibre refléte en partie I’état d’hypercoagulabilité et pourrait étre intéressant pour

identifier le risque thrombotique.

- les propriétés fibrinolytiques des MPs :

L’activité fibrinolytique des MPs participe a la régulation de la balance hémostatique.
L’activité fibrinolytique est liée au fait que les MPs sont un support efficace a la génération de
plasmine. L’activation du plasminogene est régulée finement par des acteurs inhibiteurs et
activateurs (matrice extracellulaire, fibrine..). Deux protéases sériques, 1’'urokinase (u-PA) et
I’activateur du plasminogéne sont capables d’activer le plasminogéne en plasmine *'.
L’urokinase se lie a un récepteur cellulaire spécifique (CD87, u-PAR) qui est exprimé a la
surface des cellules endothéliales, des monocytes des cellules T, des cellules musculaires
lisses. Le t-PA est lui synthétisé par des cellules neuronales, des cellules gliales, des cellules
endothéliales et des cellules musculaires lisses. La liaison du t-PA a la fibrine augmente son
affinité au plasminogeéne. Selon Lacroix et coll, I’ensemble du panel moléculaire nécessaire a
une génération du plasminogene est présente a la surface des MPs endothéliales et des
leucocytes. A 'inverse, les MPs érythrocytaires et plaquettaires seraient dénuées d’une telle
activité '*°. La capacité des MPs a générer de la plasmine a été principalement étudiée pour
les MPs dérivés des cellules endothéliales. Le modele initial de MPs a utilisé¢ des cellules
endothéliales microvasculaires humaines stimulées par du TNFa pour au final identifier le

systeme uPA/uPAR. L’activité fibrinolytique des MP a ensuite été confirmée in vivo chez les

patients présentant un lupus et ceux présentant un purpura thrombocytopénique
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2121 *endothélium est une des premiéres cibles des microparticules circulantes. En effet, Barry

et coll. ont montré que le fait de transporter de 1’acide arachidonique confére aux
microparticules la possibilit¢ d’induire la cyclooxygénase-2 (COX-2) et des protéines
d’adhésion intercellulaire 2"*. Les microparticules (MPs) sont une source de phospholipides et
donc un substrat pour la phospholipase A2 qui facilite 1’agrégation plaquettaire, et peuvent
aussi €tre a Dorigine d’une inflammation vasculaire par I’intermédiaire de [’acide
lysophosphatidique *'*. Les microparticules peuvent faciliter le chimiotactisme leucocytaire
ou plaquettaire au niveau de I’endothélium, constituant un déclencheur pour la production de
cytokines d’origine monocytaire (IL-1p, IL-8 et TNF-a)). La fonction vasculaire en est altérée
par un phénoméne inflammatoire qui s’amplifie *"°. Les travaux de Mesri et coll ont montré, a
partir de DI’incubation dans un milieu de culture de microparticules avec des cellules
endothéliales une induction de cytokines mais également de protéines d’adhésion impliquées

. . £1: 21
dans D’interaction des leucocytes avec I’endothélium *'°

. Les MPs peuvent donc étre
considérées a 1’origine et en méme temps la conséquence d’une maladie inflammatoire a
composante vasculaire. Par exemple, la dysfonction vasculaire dans le choc septique est
largement influencée par I’interaction endothélium, plaquettes et leucocytes *'’. Les MPs qui
proviennent de tous ces types de cellules auront un effet direct et indirect sur ’ensemble de la
paroi artérielle. Les microparticules produites par I’activation plaquettaire peuvent accroitre
I’accumulation leucocytaire en exprimant la P-selectine permettant 1’adhésion au récepteur

PSGL-1 présent a la surface des leucocytes *'°

. Les MPs plaquettaires se liant aux
polynucléaires neutrophiles peuvent également augmenter le nombre de neutrophiles et
I’activité de phagocytose *'°. Les MPs leucocytaires activent les cellules endothéliales in

vitro, stimulent I’expression de genes, entrainent un relargage de cytokines inflammatoires

comme I’IL6 ou IL-8 et accentuent le role des molécules d’adhésion ICAM-1, VCAM-1 et E-
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selectine . Enfin, il a ét¢ montré que les MPs monocytaires peuvent induire une production

. . . . . . 221
d’anions superoxide, un relargage de cytokines et une activation du NF-kB monocytaires “".

Figure 13 Représentation schématique du panel de récepteurs et enzymes exprimés a la

surface des MPs
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Les MP endothéliales expriment un large panel de récepteurs, d’enzymes et de protéines qui leur conférent un

N . . . . N , . . . 222
role dans la coagulation, I’inflammation, 1’angiogénése et la régulation immunitaire.

11.2.4.2.3 Etude des microparticules dans I’insuffisance cardiaque
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La littérature concernant 1’intérét des MPs dans I’insuffisance cardiaque est relativement
limitée. Ces travaux ont essentiellement porté sur le role des MPs endothéliales dans cette
pathologie. En effet, le taux de MPs endothéliales peut étre un témoin de la dysfonction
endothéliale, phénoméne de survenue précoce dans I’insuffisance cardiaque et qui est corrélé

. : 223 62
au devenir & long terme de ces patients *2 °

. Bulut et coll ont ainsi étudié la présence de
cellules endothéliales progénitrices circulantes et de MPs d’origine endothéliales chez des
patients présentant une dysfonction ventriculaire gauche d’origine ischémique ***. Ils ont
montré une diminution de 25% des cellules endothéliales progénitrices circulantes et une
augmentation de 109% des MPs endothéliales CD31+ Annexine + (p<0,05) chez les patients
avec dysfonction ventriculaire gauche comparé aux patients présentant une cardiopathie
ischémique sans dysfonction ventriculaire et ceci indépendamment d’autres causes

RPN . . . s 193,225,226
d’¢lévation du taux de microparticules comme le diabéte > =,

L’intérét d’utiliser une méthode quantitative comme la cytométrie en flux, pertinente sur le
plan physiopathologique, pour déterminer la dysfonction endothéliale chez les patients

. . x . : 227
insuffisants cardiaques a été également avancé par Nozaki et coll

. Ils ont montré que les
patients insuffisants cardiaques avec une classe NYHA ¢élevée ont des taux de MPs d’origine
endothéliale élevés reflétant le degré d’altération endothéliale. D’autre part, 1I’étude du devenir
a long terme des patients ayant des taux élevés de MPs d’origine endothéliale montre une
évolution péjorative en termes de mortalité et d’événements cardiovasculaires. Ces auteurs
présentent ce dosage de MPs endothéliales comme un marqueur indépendant d’événements
cardiovasculaires a long terme chez les patients insuffisants cardiaques. Il reste néanmoins des
contraintes techniques et de standardisation importantes avant d’en faire un biomarqueur de
routine. D’autres auteurs ont étudié la présence de MPs d’autres origines cellulaires comme

les MPs plaquettaires et les MPs monocytaires dans ce contexte. Ainsi, Walenta et coll se sont

. , y, . . s \ . . . 228 .
intéressés particuliérement a la cardiomyopathie du peripartum “ qui évolue souvent vers un
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tableau d’insuffisance cardiaque a terme. Elle se caractérise par une absence d’enzymes anti-
oxydatives qui conduit au clivage protéolytique de la prolactine produisant une apoptose des
cellules endothéliales, une atteinte capillaire et une vasoconstriction. Ces auteurs ont pu
montrer que le taux de MPs endothéliales est significativement plus élevé dans cette
pathologie par rapport aux groupes de patientes saines en post partum, aux femmes pendant la
grossesse et ainsi qu’au groupe témoin de femmes non enceintes. Ce taux de MPs
endothéliales est également significativement plus important dans ce contexte par rapport a
une étiologie ischémique de cardiomyopathie. En ce qui concerne les MPs plaquettaires et les
MPs monocytaires, elles augmentent également largement dans le groupe cardiopathie du
peripartum par rapport au groupe de patients ayant une cardiopathie ischémique ou a celui des

patientes enceinte sans pathologie cardiaque.

Trés peu d’études ont étudié 1’apport des microparticules dans 1’insuffisance cardiaque aigue.
Le travail publié par Montoro-Garcia et coll étudie une catégorie particuliere de
microparticules : les microparticules de petite taille (inférieur a 0,1 uM) dans le cadre de la
cardiopathie ischémique. Les auteurs ont comparé un groupe de patients a la phase aigiie
d’une décompensation cardiaque, des patients présentant une insuffisance cardiaque dans un
état clinique jugé stable et un dernier groupe de patients présentant une cardiopathie
ischémique connue stable. Une quantité ¢levée de MPs annexine V positive était
significativement corrélée au statut fonctionnel des patients (Stade NYHA III et IV) et aux
marqueurs d’inflammation (Toll récepteurs-4 et les sous populations de monocytes). Trois
mois apres la sortie d’hospitalisation des patients, le nombre de MPs annexine V+ était

corrélé positivement aux récepteurs d’IL-6, CD163 et CD204.>*

Cependant, aucune de ces études menées dans la cadre de I’insuffisance cardiaque n’a fait le
lien jusqu’a présent entre la libération de ces microparticules et la génération de thrombine

comme marqueur de 1’ hypercoagulabilité



68

IIT) HYPOTHESES ET OBJECTIFS

L’identification de nouveaux mécanismes physiopathologiques est nécessaire afin
d’améliorer le devenir des patients admis pour une insuffisance cardiaque aigue. Ceci
implique un changement de paradigme dans la compréhension de cette affection et la
thrombose est une cible d’intérét. Nous faisons 1’hypothése que les patients a la phase aiglie
d’une décompensation cardiaque présente un phénotype hypercoagulable se caractérisant par
une modification des paramétres de génération de thrombine par rapport a une population de
sujets contrdles.

Plusieurs mécanismes contribuent a cet état d’hypercoagulation des patients insuffisants
cardiaques comme |’augmentation des facteurs procoagulants solubles, la dysfonction
endothéliale, I’inflammation, I’activation des récepteurs PAR °'.

Un autre de ces mécanismes physiopathologiques conduisant a I’hypercoagulabilit¢ de ces
patients pourrait étre une altération de 1’action de la voie de la protéine C a réguler la
génération de thrombine. La thrombine semble étre une cible d’intérét car il s’agit d’une
enzyme clé de la cascade de coagulation qui combine les fonctions procoagulantes et
anticoagulantes a travers le controle de 1’activité de cette cascade. Par son interaction avec des
récepteurs cellulaires comme la thrombomoduline ou les récepteurs PAR, la thrombine a
également des effets délétéres sur le systéme vasculaire 2% 2!,

L’objectif de ce travail est d’établir 1’état de coagulabilité des patients par la mesure de la
cinétique de formation et d’inactivation de cette thrombine en utilisant une méthode
intégrative, la thrombinographie et d’évaluer I’impact sur cette génération de thrombine sur le
systeme anticoagulant de la protéine C activée. En effet, la thrombinographie permet d’étudier
les effets des systémes anticoagulants dont 1’action est prépondérante apreés la phase de

formation du caillot.
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Nous étudierons la contribution des microparticules et des marqueurs solubles de dysfonction
endothéliale dans le phénotype procoagulant de ces patients et déterminerons si 1’altération de
la régulation de la génération de thrombine par la voie de la protéine C pourrait étre un

mécanisme contribuant a I’hypercoagulabilité des patients insuffisants cardiaques.
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IV. PATIENTS ET METHODES

IV.1. Sélection des patients

Nous avons inclus dans notre étude prospective 34 patients admis dans le service de
cardiologie du CHU de Nancy pour un tableau clinique de décompensation cardiaque aigué.
Ces patients présentent tous a 1’admission une dyspnée de classe NYHA III et IV. La
définition de I’insuffisance cardiaque aigué retenue est celle des recommandations de I’ESC :
un début/progression rapide des signes d’insuffisance cardiaque secondaire a une fonction
cardiaque systolique/diastolique anormale attestée par une échocardiographie et nécessitant
une hospitalisation. "

Les prélevements sanguins ont été effectués a I’entrée des patients en hospitalisation, en fin de

séjour et au moins six semaines apres la sortie d’hospitalisation dans un état jugé

cliniquement stable.

La prise en charge médicale, les bilans paracliniques durant 1’hospitalisation et le traitement de sortie

n’ont pas été modifiés pour ce protocole. Le bilan paraclinique comprend a la fois une surveillance

biologique (hémogramme, fonction rénale, recherche de troubles hydro électrolytiques, syndrome

inflammatoire avec le dosage de la protéine C réactive, le dosage du BNP brain natriuretic peptid, une

crase sanguine a I’entrée TQ TCA , un bilan hépatique) et une évaluation échocardiographique (mesure

des volumes ventriculaires en diastole et systole, détermination de la fraction d’éjection ventriculaire
b

gauche par méthode de Simpson, recherche et évaluation des valvulopathies, évaluation des pressions

de remplissage avec mesure de la Pression artérielle pulmonaire systolique). Dans certain cas, les

patients ont pu bénéficier d’un controle coronarographique a titre étiologique sans que cela conduise a

un geste d’angioplastie ou a une modification du traitement.
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Le traitement de sortie correspond & celui préconisé par les recommandations de ’'ESC " avec des doses

durant I’hospitalisation en fonction de la tolérance biologique et clinique des patients.

Groupe contrdle

Le groupe contrdle (n=19) est constitué¢ de patients admis dans le service pour un bilan
cardiologique programmé ayant une fonction ventriculaire préservée et pas d’antécédent
d’insuffisance cardiaque clinique. Il s’agit, dans la majeure partic des cas, d’un bilan
coronarographique programmé révélant un réseau artériel normal ou sans Iésion significative,
ou une stabilité des données, d’un bilan de malaise ou de syncope. Ce groupe contrdle est
similaire au groupe de patients insuffisants cardiaques en terme de comorbidités, d’age, de

facteurs de risque et de traitement au long cours.

Les criteres d’exclusion pour ces deux groupes sont les suivants : toute maladie inflammatoire
ou infectieuse, néoplasie, insuffisance rénale avec une créatininémie > 200 pmol/l,
hospitalisation motivée par un syndrome coronaire aigu, prise de corticoides ou toute autre

pathologie nécessitant une anticoagulation a dose curative durant cette hospitalisation.
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Figure 14 Schéma général de 1'étude
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n correspond au nombre de patients pour lesquels le dosage correspondant a été effectué ou est interprétable

1V.2. Méthodes

IV.2.1. Recueil des échantillons biologiques

Les prélevements sanguins ont été effectués avec des seringues de type Monovette® (Sarstedt,
Niimbrecht, Germany) contenant 1/10 volume de 0.106 M de citrate de sodium.

Toutes les analyses sur sang frais ont été réalisées dans les 2 h qui suivent le prélévement.
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Le plasma riche en plaquettes (PRP) est obtenu aprés centrifugation a 190 g de 10 min a 20°C.

Le PRP ainsi obtenu est ajusté a 150 G/L en y ajoutant du plasma pauvre en plaquettes (PPP) obtenu
apres centrifugation du plasma restant a 1750g pendant 10 min a 20°C.

On obtient du plasma déplété en plaquettes (PDP) apres centrifugation du PPP a 13000 G pendant 30
min a 4°C qui est ensuite congelé a -80°C. Les analyses sur PDP ont été effectuées secondairement
apres décongélation pendant 15 mn a 37°C.

Pour la quantification et la caractérisation des microparticules, le sang a été centrifugé a 2 reprises a

2500 G pendant 15 min, et le plasma ainsi recueilli a été congelé a -80°C pour des analyses ultérieures.

IV.2.2. la thrombinographie

La mesure de la génération de thrombine consiste a mesurer, dans un plasma recalcifié, la thrombine
générée au cours du temps par I’intermédiaire d’un substrat fluorigéne. La cinétique de la génération de
thrombine est réalisée a 37°C par un fluorimétre (Fluoroskan Ascent, ThermoLabsystems®, Helsinki,
Finland) avec le logiciel dédi¢ Thrombinoscope (BV, Synapse ®, Maastricht, Pays-Bas) comme cela a

ryx SR o 232
été décrit précédemment >

. Un calibrant (mélange d’un complexe a2-macroglobuline/thrombine
humaine ajusté a une activité connue d’environ 600 nM avec de 1’antithrombine bovine 100 nM et de
I’héparine a 2 U/ml) est ajouté sur la plaque pour corriger les effets de consommation du substrat et de
filtre interne ainsi que I’influence de facteurs optiques intrinséques au plasma, de 1’appareillage et des
consommables. Il permet également le calcul de la quantit¢ de thrombine générée par conversion des
unités de fluorescence obtenues en molarité de thrombine active. Les mesures sont réalisées en triple
dans des microplaques 96 puits en polypropyléne a fond rond (Greiner Bio-one Ltd®, Stonehouse, UK).
La réaction est obtenue en déposant dans les puits 10 pL. de tampon HBS pH 7,35 constitu¢ d’HEPES

((N-[2-hydroxyethyl] pipérazine-N’-[2-ethanesulfonic acid]) 20 mM, de NaCl 140 mM), de facteur

tissulaire recombinant (h-rTF, Innovin®, Dade Behring) a une concentration finale de 0.5 pM, 10 pl de
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PCa (produite dans notre laboratoire) ou d’HBS en fonction du puit étudié et 80 pl de PRP frais ajusté a
150 G/L.

Une double analyse contenant 20 pl de calibrant (Synapse B.V.®, Maastricht, Pays-Bas) et 80 pl de
spécimens plasmatiques est effectuée dans la plaque pour chaque plasma étudié. La plaque est placée
dans le fluorimeétre 10 min avant 1’addition par cet appareil de 50 pl d’un mélange de substrat fluorigéne
(Z-Gly-Gly-Arg-AMC, Bachem®) a 2,5 mM en HEPES 20 mM, pH 7,35, contenant de la BSA a 60 g/l
et de CaCl2 100 mM.

La fluorescence obtenue est enregistrée avec une longueur d’onde d’excitation de 390 nm, une longueur
d’onde d’émission de 460 nm et un intervalle de mesure de 15 secondes.

Pour effectuer la mesure de génération de thrombine en PDP, nous avons décidé de diminuer le volume
utilisé de réactifs et de PDP par deux afin d’optimiser au mieux la quantit¢ de PDP disponible pour
toutes ces analyses.

Lorsque la génération de thrombine est effectuée avec du PDP, un mélange de 5 pl de

vésicules  phospholipides:  phosphatidylcholine  (PC)/  phosphatidylserine  (PS)/
phosphatidylethanolamine (PE); (PC/PS/PE, 60/20/20, mole %) a une concentration finale de

4 uM est ajoutée, 1 pM de facteur tissulaire recombinant (h-rTF, Innovin®, Dade Behring), 5

pl de PCa ou d’HBS et 40 ul de PDP.

Les courbes de génération de thrombine sont enregistrées en PRP en I’absence puis en

présence de PCa recombinante a différentes concentrations (6.7, 13.9, 25 and 65 nM) et en

PDP en I’absence puis présence de PCa recombinante a différentes concentrations (0.85, 1.7,

6.7 and 13.9 nM) **°.

Plusieurs parametres caractérisent les courbes de génération de thrombine ou
thrombinogramme. Il y a ceux donné directement par le thrombinogramme, comme le temps
de latence (le temps requis pour atteindre la génération explosive de thrombine et

correspondant a la formation du caillot), le pic de génération de thrombine et le temps mis
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pour atteindre ce pic. Le thrombinogramme permet aussi de calculer le potentiel thrombinique
(ETP pour « endogenous thrombin potential ») qui est ’aire sous la courbe et qui correspond
a la quantité totale de travail enzymatique que la thrombine peut accomplir, et la vélocité qui
est la vitesse de génération de thrombine durant la phase explosive. La concentration de PCa

permettant d’inhiber la production thrombinique correspond a I’IC50PCa.
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Figure 15 Parameétres de génération de thrombine en plasma pauvre en plaquettes
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IV.2.3. les microparticules

a) Principe de la cytométrie en flux

La cytométrie en flux repose sur 1’étude précise de cellules isolées. Les cellules passent une a une
devant un détecteur grace a un flux liquide a grande vitesse (30 km/h). Un rayon laser est alors projeté
sur ces cellules et c’est grace a un systeéme électronique que les données sont converties en signaux
délivrés par ’ordinateur. Ce systéme électronique est composé d’un photomultiplicateur qui capte la
lumic¢re émise, d’un digitaliseur qui transforme I’énergie lumineuse en signaux électriques puis

numeérique et, ces signaux sont ensuite amplifiés.
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Les paramétres analysés sont la diffusion lumineuse qui permet de déterminer le forward scatter (FS) et
le side scatter (SS). Le FS correspond a la lumiére diffractée sous un petit angle (1 a 10°) et il est relatif
a la taille des cellules, le SS correspond a la lumiére collectée a 90° de 1’axe du laser et il est relatif a la
granularité des cellules. Le deuxiéme parameétre analysé par le cytométre est la fluorescence, ce qui
permet de pouvoir marquer les cellules avec un fluorochrome spécifique et ainsi de différencier les

différentes populations de cellules.

b) Quantification des microparticules

Pour la quantification des MP, une étape préalable de calibration de 1’appareil est nécessaire. Elle
consiste a analyser des microbilles (Megamix®, Beckman) de tailles connues (0,3 um, 0,9 um et 3 um),
ensuite, I’appareil est paramétré pour ne compter que les particules entre 0,1 pm et 1 pm. Pour quantifier
les MP, un volume de 20 pL de MP (diluée dans I’HBS) est ajouté¢ a 300 pL de micro-billes
fluorescentes (FlowcountTM Fluorospheres ® Beckman) de concentration connue. Le tout est agité puis
placé dans le cytométre (Gallios ®, Beckman Coulter, Villeptinte, France) afin de réaliser la

quantification.

c) Caractérisation des microparticules

Les anticorps fluorescents suivants ont ¢té utilisés pour la réalisation d’un marquage multiples de ces

microparticules : CD41-phycoerythrin (CD41-PE), CD144-PE, CDI14-PE et allophycocyanin-

endothelial protein C receptor (EPCR) proviennent de BD Pharmagen®, [’anticorps anti facteur
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tissulaire (clone TF9-10H10, allophycocyanin-TF) de Biotechne ® et de I’annexine V-FITC de Fisher
Scientific®.

Ces anticorps fluorescents permettent le marquage des microparticules d’origine plaquettaire (CD 41-
PE), endothéliale (CD144-PE) et monocytaire (CD14-PE). Un marquage supplémentaire de ces
microparticules est effectué¢ en utilisant les anticorps allophycocyanin- EPCR et allophycocyanin-TF
ainsi qu’un marquage par annexine V-FITC qui va se lier a la Pser.

Le comptage des MPs s’effectue en cytométrie en flux en utilisant la procédure standardisée décrite

S 234
précédemment >

: 20 pL de plasma sont incubés avec une concentration optimale d’anticorps
spécifique et 10uL d’annexine V-FITC. Les tubes sont alors analysés dans le cytometre GALLIOS 3-

lasers instrument (Beckman-Coulter®, Miami, FL, USA) pour effectuer le compte de MP. (événements

par uL).
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Figure 16 Exemple de cytogrammes obtenus chez un patient insuffisant cardiaque
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IV.2.4. Les marqueurs solubles endothéliaux.

La thrombomoduline soluble, ’EPCR soluble, le TFPI (tissue factor pathway inhibitor) et le
facteur de von Willebrand sont mesurés en PDP par technique ELISA. Chacun des dosages

suivants a été réalisé selon les instructions du fournisseur.

Les différentes trousses utilisées sont : -

- le coffret ASSERACHROM Free TFPI (Assechrom, Diagnostica Stago™, Asnieres, France)
pour le dosage de I’activité du TFPIL. Pour ce dosage les dilutions ont été¢ augmentées a 1/50
en tampon de dilution.

- le coffret ASSERACHROM VWEF® : Ag (Assechrom, Diagnostica Stago™, Asniéres,
France) pour la forme antigénique du vWF.

- le kit Asserachrom sEPCR (Assechrom, Diagnostica Stago™, Asnieres, France) pour le
dosage de I’EPCR soluble.

- le kit Quantikine Elisa Human Thrombomodulin/BDCA-3 (Bio-techne) pour le dosage

antigénique de la thrombomoduline.

IV. 2.5. Evaluation de la réactivité plaquettaire

L’¢tude de I’agrégation plaquettaire a été effectuée grace a un thrombo agrégomeétre SD
Innovation (Frouard). Cette méthode nécessite I’utilisation du PRP, avec au préalable un
comptage effectué pour ajuster le PRP a une concentration de 300 G/L. Elle permet de
quantifier I’agrégation des plaquettes en mesurant la transmission de lumicre a travers le PRP

La transmission de lumiere est réglée a 100 % avec du PDP et a 0 % avec le PRP non activé.
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La transmission de lumiére est mesurée en continu et elle augmente au fur et a mesure que les
plaquettes forment des agrégats et les résultats sont exprimés en pourcentage d’agrégation.
L’amplitude et la vitesse de cette augmentation dépendent essentiellement de la réactivité des
plaquettes. La mesure de 1’agrégation plaquettaire a été réalisée dans des cuves contenant
chacune 300 pL de PRP. Deux agonistes ont été utilisés, le collageéne a 2, 5 et 10 pg/mL et
I’ADP a 2,5 et 10 uM (SD Innovation, Frouard). L’agrégation est suivie pendant 10 min. Un
logiciel spécialisé permet de calculer les paramétres d’agrégation (pourcentage d’agrégation a
différents temps, pourcentage d’agrégation maximale, pente de la courbe, aire sous la courbe
a différents temps). Seul le pourcentage d’agrégation maximal sera présenté dans les résultats

dans la mesure ou il est représentatif des autres parametres.

Le protocole de 1’é¢tude a été validé par le comité de protection des personnes et la direction de recherche

clinique le 06 mai 2014 dans le cadre d’un projet CPRC 2012.
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V. ANALYSE STATISTIQUE

Les différentes analyses ont été réalisées a 1’aide du programme statistique (SAS software
R9.3 (SAS Institute, Cary, NC, USA). Le degré de significativité retenu correspond a une

valeur p<0.05.

Les variables continues sont décrites sous forme de moyenne et de déviation standard
(moyenne + déviation standard) et également sous forme de moyenne et erreur standard de

moyenne (moyenne + erreur standard de moyenne).
Les valeurs catégorielles sont présentées sous forme de fréquence et % (n [%]).

En fonction d’une distribution de type normale, les comparaisons simples et les corrélations
entre variables continues sont obtenues en utilisant respectivement les tests non paramétriques

de Mann-Whitney et Spearman.
Les valeurs catégorielles ont €té€ analysées en utilisant test du Chi 2 et le test de Fischer.

Dans le groupe des patients insuffisants cardiaques, les comparaisons entre les différents
temps d’analyse (groupe Ad, Sor, PostH) ont ét¢ effectuées par un test ANOVA avec la
période d’analyse comme facteur fixe; les comparaisons post-hoc ont été ajustées par
méthode de Scheffe. Les comparaisons entre les groupes Ad et Sor d’une part et le groupe
controle groupe (CT) d’autre part ont été effectuées par le test non-paramétrique de Mann-
Whitney, en ajustant le seuil de significativit¢ a p< 0.025 pour les tests multiples. Les

analyses de corrélation ont été obtenues par un test de Spearman.
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VI RESULTATS

Les caractéristiques de la population étudiée sont présentées dans le tableau 1.

Le groupe de patients étudiés est composé de 34 patients (11 femmes, age moyen 72£16 ans,
valeurs extrémes : 19 et 86 ans) hospitalisés pour une insuffisance cardiaque aigue. Tous les
patients présentent a 1’admission une dyspnée de stade NYHA > 3.1 s’agit d’une
décompensation cardiaque aigue dans le cadre d’une cardiopathie d’origine valvulaire dans
34% des cas et d’origine ischémique (en dehors de toute forme de syndrome coronaire aigu)
dans 38% des cas. Dix-neuf sujets (5 femmes, 4ge moyen 65+17 ans, valeurs extrémes : 19 a
86 ans) sans antécédent d’épisode d’insuffisance cardiaque clinique ni de dysfonction
ventriculaire gauche composent le groupe controle.

Les deux groupes sont comparables sur les parametres suivants : age, sexe, facteurs de risques
et co morbidités. Le traitement pharmacologique des patients ne differe pas significativement
entre ces deux groupes hormis une administration plus importante de diurétiques dans le
groupe insuffisance cardiaque (p<0,0001). Dans notre étude, 24 patients insuffisants
cardiaques a I’admission sont sous antiagrégants plaquettaires (aspirine et/ou clopidogrel).
Parmi ceux-ci, nous avons répertorié sept patients initialement sous double anti agrégation
plaquettaire (clopidogrel et aspirine) et dont le traitement a ensuite été modifié durant
I’hospitalisation avec arrét d’un des deux antiagrégants. Une antiagrégation par aspirine a été
instaurée en pré hospitalier ou a ’admission a 7 autres patients. Une monothérapie
antiagrégante par aspirine a été instauré en pré hospitalier ou a I’admission a 7 autres patients,
traitement également arrété pendant I’hospitalisation. Il s’agissait dans tous les cas d’un
traitement antiplaquettaire inapproprié pour un diagnostic de syndrome coronaire aigu initial

puis infirmé pendant I’hospitalisation dans le service.



Tableau 4 Caractéristiques de la population

Patients Groupe Controle valeur p
moyenne = SD moyenne + SD
oun (%) oun (%)
n=34 n=19
- Sexe masculin 23 (68%) 14 (74%) 1.00
- Age (ans) 72+16 65+17 0.38
Facteurs de risque
- Hypertension 27 (79%) 11 (58%) 0.13
- Diabéte 15 (44%) 7 (37%) 0.95
- Tabac 7 (21%) 6 (32%) 1.00
Antécédents
- Cardiopathie valvulaire 8 (34%) 3 (16%) 1.00
- Cardiopathie ischémique 13 (38%) 9 (47%) 0.80
- Defibrillateur implantable 3 (9%) 0 (0%) 0.17
- Resynchronisation cardiaque 4 (12%) 0 (0%) -
- Insuffisance rénale chronique 9 (27%) 3 (16%) 1.00
Traitement
- Beta-bloquant 27 (79%) 13 (68%) 0.42
- Inhibiteur enzyme de conversion 29 (85%) 12 (63%) 0.098
- Diurétique 32 (94%) 3 (16%) <0.0001
- Statine 22 (65%) 13 (68%) 0.70
- thérapie antiagrégante 24 (71%) 15 (79%) 0.70
(aspirine/ et :ou clopidogrel)
Paramétres echocardiographiques
- VITDVG (ml) 132451 92+9 0.034
- VTSVG (ml) 82439 58=+9 0.11
- FEVG (%) 38+13 58+3 <0.0001
- PAPS (mmHg) 45+10 33+4 0.0004
Biologie a I’admission
BNP (ng/l) 1432+1468 96+ 11 <0.0001
Créatininémie (mg/1) 13.2+5.9 11+£3 0.64
Clairance créatinine (ml/min/1.73m?) 55£19 70+ 18 0.34
Glycémie (g/1) 1.1840.36 1.04 £0.22 0.25
PCR (mg/l) 14.9+10.6 5.0+3.1 0.001
ASAT (UI/]) 36 + 34 19+6 0.30
ALAT (UI/) 38 +33 16+7 0.080

VTDVG : volume télédiastolique du ventricule gauche

ventriculaire gauche PAPS : pression artérielle pulmonaire systolique

Transaminases : ALAT ASAT ;transaminases

VTSVG : volume télésystolique du ventricule gauche
BNP : brain natriuretic peptide

84

FEVG : fraction d’éjection
PCR : protéine C réactive
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Dans le cadre du suivi, nous avons répertorié cinq décés dans le groupe des patients
insuffisance cardiaque aigue survenus dans les trois mois apres la sortie d’hospitalisation,
patients qui n’ont pu bénéficier d’un suivi biologique.

Les patients insuffisants cardiaques présentent une fraction d’¢jection ventriculaire gauche
(FEVG) diminuée (p<0,0001), un volume télédiastolique ventriculaire gauche (p<0,03) et une
pression artérielle pulmonaire systolique augmentée (p=0,004) par rapport aux patients du
groupe contrdle. Les dosages du BNP (brain natriuretic peptid) (p<0,0001) et de la protéine C
réactive (p=0,001) sont également significativement augmentés dans le groupe des patients

insuffisants cardiaques par rapport au groupe controle.

La réactivité plaquettaire

Quinze patients insuffisants cardiaques seulement ont pu bénéficier d’une évaluation
de I’agrégation plaquettaire a 1’entrée, 9 a la sortie d’hospitalisation et 6 aprés la période
hospitaliere. Ces données ont été comparées aux résultats obtenus chez 8 individus dans le
groupe contrdle (figure 17). La comparaison entre les différents groupes ne montre aucune
différence significative quel que soit I’agoniste utilisée. Aucune différence significative n’a
été observée
Le faible nombre de patients ainsi que I’hétérogénéit¢ et les modifications dans la
prescription du traitement antiplaquettaire durant la prise en charge initiale rendent cependant

cette analyse difficile.
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Figure 17 Evaluation de 1'agrégation plaquettaire dans les différents groupes étudiés
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Les marqueurs solubles de dysfonction endothéliale sont élevés chez les patients

insuffisants cardiaques

Nous avons déterminé si ’altération endothéliale chez les patients insuffisants cardiaques

pouvait induire une libération plasmatique de facteurs endothéliaux pouvant interférer avec

des réactions procoagulantes et des voies anticoagulantes.

Comparée au groupe contrdle, les quantités d’EPCR soluble (groupe Ad: 245 + 83 vs groupe

CT: 171« 76, p =0.005), de thrombomoduline soluble (groupe Ad: 284 + 100 vs groupe CT:

158+40, p<0.0001), de facteur de von Willebrand (groupe Ad: 616 + 296 vs groupe CT: 357+

117, p =0.001) et de TFPI soluble (groupe Ad: 13.9 £4.1 vs groupe CT: 10.9£ 2.9, p =0.011)

sont significativement plus élevées chez les patients insuffisants cardiaques a 1’admission

T
groupe PostHo
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(tableau 5). L’augmentation de ces facteurs endothéliaux persiste durant la période
d’hospitalisation puis s’estompe lors de la période post hospitaliére. Aucune différence
significative n’est retrouvée entre les patients insuffisants cardiaques lors de la période

posthospitaliére et le groupe contrdle.



Tableau 5 Les marqueurs circulants d'activation endothéliale

EPCR soluble (ng/mL) 171+ 76 245+83 240+16 169 + 46

vWF (%) 357+ 117 616 +296 534+42 318+ 71

Valeurs exprimées en moyenne £ SEM. EPCR signifie endothelial protein C receptor; TM, thrombomoduline, vVWF, von Willebrand factor,
TFPI, tissue factor pathway inhibitor;
Valeurs p : * Ad vs. Sor: p<0.05, I Ad. vs. PostHo: p<0.05, § Sor. vs. PostHo: p<0.05, T Ad. vs. CT: p<0.05, # PostHo. vs. CT: p<0.05
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Le nombre de microparticules procoagulantes est élevé chez les patients insuffisants

cardiaques a I’admission

La seconde partie de notre travail concerne [’analyse des microparticules circulantes (Mps)
par cytométrie en flux que nous avons effectué¢ dans le groupe controle et chez les patients
insuffisants cardiaques aux différents temps du suivi. En effet, ’activation de 1I’endothélium
conduit & une libération de microparticules et stimulent également la formation de
microparticules dérivées des plaquettes et des monocytes.

Il a déja été¢ décrit que I’activité procoagulante des microparticules est li¢ au potentiel
phospholipidique caractérisé par la liaison annexine V (annV) et a la présence de FT.

Nous avons ainsi déterminé la concentration (nombre/ul) des MPs AnnV" et /ou FT" d’origine
plaquettaire (pMP), endothéliale (eMP) et monocytaire (mMP) dans les deux groupes (tableau
6).

Comparée au groupe contrdle, la concentration en eMPs AnnV " était significativement plus
¢levée chez les patients insuffisants cardiaques a [’admission. La proportion d’eMPs
AnnV" par rapport au nombre total d’eMPs passe de 11% dans le groupe contrdle a 29% dans
le groupe de patients insuffisants cardiaques a I’admission. Des concentrations plus €élevées en
eMPs FT' et mMPs FT' sont également présentes dans le groupe des patients insuffisants
cardiaques a I’admission de méme que la concentration totale en MPs FT" toutes origines
confondues (groupe Ad: 2309+694 vs groupe CT: 46611 /uL, p<0,002). La proportion
d’eMPs FT" par rapport au nombre total d’eMPs passe de 13% dans le groupe controle a 59%

dans le groupe de patients insuffisants cardiaques a I’admission.
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La concentration totale de MPs AnnV" FT" est aussi significativement plus élevée dans le
groupe de patients insuffisants cardiaques a 1’admission comparé au groupe contrdle (Ad
638+122 vs CT 174+£140, p<0,002).

Nous avons aussi quantifié le nombre de microparticules dans le groupe insuffisants
cardiaques au cours du suivi. Comparativement a 1’admission, la concentration d’eMPs
AnnV" diminue significativement durant ’hospitalisation et cette diminution se poursuit aprés
la sortie d’hospitalisation.

La quantité totale de MPs FT, quelle que soit 1’origine, était significativement diminuée chez
les patients insuffisants cardiaques apreés la sortie d’hospitalisation comparée a 1’admission
(postHo) 389 +345 vs Ad 2309 £694 /uL, p<0,008).

La figure 18 représente 1’analyse par cytométrie en flux (fluorescence tri cellulaire) des
microparticules en fonction de leur origine cellulaire et du double marquage par annexine et
par le facteur tissulaire chez les patients insuffisants cardiaques aux différents temps
d’analyse comparée au groupe controle. Malgré la variabilité inter-individuelle (Figure 16A-
C), des concentrations significativement plus élevées d’eMPs annV " FT " et de mMPs annV
" FT' sont observées chez les patients insuffisants cardiaques & I’admission comparé a la
période posthospitaliere. Il existe ¢galement une tendance a des concentrations plus élevées de
pMP annexine” FT' chez les patients insuffisants cardiaques & I’admission comparativement
a la période posthospitalieére sans atteindre une différence statistique (p=0,051).

Enfin, les concentrations en eMPs annV' et FT™ de méme que les concentrations mMPs
AnnV'/FT" restent significativement plus élevées chez les patients insuffisants cardiaques lors

de la période posthospitali¢re par rapport a celles du groupe controle.

La dysfonction endothéliale peut également étre a 1’origine de la libération d’eMPs présentant

un potentiel anticoagulant, lesquelles par leur action anticoagulante (eMPs EPCR+), pourrait
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contrebalancer I’activité procoagulante des eMPs AnnV" et/ou FT". Ainsi, nous avons évalué
la concentration des eMps EPCR+: celle-ci est significativement augmentée pendant

I’hospitalisation par rapport a la période post hospitalicre.



Tableau 6 Les microparticules procoagulantes augmentent dans I'insuffisance cardiaque aigué

Groupe Sortie Groupe Période
Groupe controle Groupe admission hospitalisation posthospitaliere
(CT) (Ad) (Sor) (PostHo)
n=19 n=232 n =29 n=14
Microparticules d’origine endothéliale (CD144+)
AnnV'/CD144" 63+ 13 333£57 " 172 20 157 26"
TF'/CD144" 79+9 784 +474 *1 308 + 350 205+571"
AnnV'/TF'/CD144" 50+ 11 252+56 *F 289 +27 66 + 13
EPCR'/CD144" 105+ 11 126 £27 121 +21 101 +18
AnnV'/EPCR"/CD144" 81+ 12 114+26 * 106 £20 § 59+8
Microparticules d’origine plaquettaire (CD41+)
AnnV'/CD41" 304 £ 45 805 + 208 463 + 108 485+ 177
FT'/CD41" 223 +30 938 + 439 317+ 82 175 £ 26
AnnV'/TF'/CD41" 76 £ 19 221+521 119 +£22 75+ 19
Microparticules d’origine monocytaire (CD14+)
AnnV'/CD14" 149 + 40 206 + 26 209 + 26 194 + 30
FT'/CD14" 162 £27 496+ 105 ° 319 £ 47 230 +47
AnnV'/FT'/CD14" 49+9 189 +37 ** 139 20 88+ 13 *

Valeurs exprimées en moyenne + SEM. AnnV signifie annexine V; FT, tissue factor; EPCR, endothelial protein C receptor;

Valeurs exprimées en moyenne + SEM. FT signifie facteur tissulaire ; AnnV : annexine V ; EPCR : endothelial protein C receptor
Valeurs p : * Ad vs. Sor: p<0.05, I Ad. vs. PostHo: p<0.05, § Sor. vs. PostHo: p<0.05, 1 Ad. vs. CT: p<0.05, # PostHo. vs. CT: p<0.05

92
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Figure 18 Nombre et répartition des microparticules en fonction de leur origine cellulaire et de leur marquage
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L’analyse FACS (fluorescence tri cellulaire) des microparticules d’origine endothéliale- (CD144-positive), plaquettaire- (CD41-positive) et monocytaire- (CD14-

positive) avec double marquage par annexine et facteur tissulaire (TF9-10H10) a ’admission (Ad), a la sortie de I’hdpital (So), a distance de la phase hospitaliére (postHo)

comparé au groupe contrdle (CT).
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In vitro, la génération de thrombine est accélérée et la sensibilité a 1a PCa diminuée chez

les patients insuffisants cardiaques a I’admission

Nous avions ensuite pour objectif de déterminer les résultats des effets pro et anticoagulants
des MPS dans la balance hémostatique. Nous avons ainsi exploré le processus de génération
de thrombine et sa régulation par le systéme de la PC activée in vitro par thrombinographie.
Comparé aux patients du groupe contrdle, I’ETP mesuré en PRP était significativement plus
¢levé, le temps de latence et le temps pour atteindre le pic plus courts, chez les patients
insuffisants cardiaques a I’admission. (tableau 7)

Afin d’évaluer le degré de responsabilité des plaquettes dans ce phénotype hypercoagulable,
nous avons suivi la génération de thrombine dans le plasma déplété en plaquettes. Les valeurs
d’ETP obtenues en PDP étaient plus élevées de plus de 30% chez les patients insuffisants
cardiaques a I’admission par rapport au groupe contrdle sans atteindre le seuil de
significativité. Le temps de latence et le temps pour atteindre le pic étaient surtout
significativement plus courts dans le groupe de patients insuffisants cardiaques. Ces données
laissent a penser que les plaquettes ne jouent pas un réle majeur dans ce phénotype
hypercoagulable. Il aurait été€ intéressant ici de disposer de données exhaustives concernant la
réactivité plaquettaire dans les différents groupes de patients. Sur les données partielles dont
nous disposons, on ne note pas de différence notable entre les deux groupes de sujets ni dans
le suivi des patients insuffisants cardiaques. Il faut tenir compte dans cette analyse
I’administration non indiquée chez plusieurs patients d’un antiagrégant plaquettaire qui est

ensuite arrété.
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Afin d’évaluer la contribution des MPs procoagulantes dans ce phénotype hypercoagulable,
nous avons évalué la corrélation entre les paramétres de thrombinographie et les MPs FT"
(incluant a la fois les MPs Ann V' et Ann V') chez les patients insuffisants cardiaques.

A ’admission, les concentrations d’eMPs FT' et de pMPs FT" étaient significativement
corrélées a ’ETPo (r=0,37, p=0,037 et r=0,41, p=0,02 respectivement) et au pic de génération

de thrombine (r=0,36, p=0,04 et r=0,36, p<0,05 respectivement) obtenu en PRP.

Nous avons également pu suivre 1’évolution des paramétres de génération de thrombine
obtenus en PRP au cours du suivi chez les patients insuffisants cardiaques. Nos résultats
montrent que le pic de thrombine et le temps pour atteindre le pic, étaient respectivement
significativement moins élevés et plus long chez les patients insuffisants cardiaques lors de la
période post hospitaliére comparé a la sortie d’hospitalisation. (Figure 19A et table 7). De
méme, en PDP, le pic de thrombine et la vélocité étaient significativement diminués et le
temps pour atteindre le pic prolongé chez les patients insuffisants cardiaques lors de la
période post hospitaliere comparé a I’admission a 1’hopital. (Figure 19 B and Table 7). Enfin,
les parametres thrombiniques ne montrent pas de différence entre les patients insuffisants
cardiaques pendant la période post hospitaliere et le groupe contrdle, excepté un temps de
latence plus court en PRP ce qui démontre que ce phénotype d’hypercoagulabilité s’exprime

essentiellement lors de la phase aigu€ de la décompensation cardiaque.

La voie de la protéine C activée €tant un systéeme dynamique anticoagulant, nous avons essayé
de déterminer si la résistance a la protéine C peut contribuer a 1’état d’hypercoagulabilité des

patients insuffisants cardiaques.
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Comparé au groupe controle, les valeurs d’ETP en présence des différentes concentrations en
PCa mesurée en PRP sont significativement supérieures chez les patients insuffisants
cardiaques a I’admission (Figure 19-B). En revanche, cette augmentation des valeurs d’ETP
est trés largement réduite apres la sortie du patient (Figure 19C). Lorsque la résistance a la
PCa est évaluée en utilisant la valeur de la concentration (IC50-PCa) de PCa provoquant une
inhibition de la moiti¢ de ’ETP en I’absence de PCa, une diminution significative de la
réponse a la PCa chez les patients insuffisants cardiaques a I’admission comparée a la période

post hospitaliere que ce soit en PRP et en PPP.

En ce qui concerne les patients décédés précocement durant le suivi, ils sont au nombre de 5
Quatre d’entre eux avaient plus de 80 ans et sont décédés de cause inconnue dans les trois
mois qui ont suivi I’hospitalisation sans que les paramétres thrombiniques ni le nombre de

microparticules ne différent initialement par rapport aux autres patients de ce groupe.



Tableau 7 L'insuffisance cardiaque aigue augmente la génération de thrombine et altere la sensibilité a la PCa
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Giromps oritle Crompe Ao i)rr(t);lepde’hospitalisation gérfilcl)lzlz posthospitaliére
(CT) (Ad) (Sor) (PostHo)
N=19 N=32 N=29 N=13
Plasma riche en plaquettes
ETPy (nM.min) 915+ 34 1262+ 86 * 1378 + 87 1079 + 109
Temps de latence 202+14 135+1.1 F 13.3+£0.7 16.1 1.2 #
Pic de génération de thrombine 79+£11.8 97+10 115+10 § 69 £13.7
Temps pour atteindre le pic 323+2.8 214+14 1 206+1.1°% 274425
Vélocité¢ (nM/min) 17+5 157+24 18.8+2.2 9.6+3.1
ICso-PCa (nM) 7240.6 143+24 % 94+1.1 8.0+1.1
Plasma déplété en plaquettes
ETPy (nM.min) 890 £ 75 1169 £ 76 1180 + 77 861 + 129
Temps de latence 109+04 39+02 7 4.7+0.2 52+0.5
Pic de génération de thrombine 189+ 6 238+ 18 * 229+ 19 160 + 25
Temps pour atteindre le pic 11.7+£0.3 6.5+03 * 7.7+ 0.4 8.4+0.7
Vélocité (nM/min) 94.6 +4.1 109+ 12 * 99 + 12 58+9
ICso-PCa (nM) 1.0 +0.05 20+05 * 1.5+0.5 0.5+0.1

Valeurs p : * Ad vs. Sor: p<0.05, § Ad. vs. PostH: p<0.05, § Sor. vs. PostH: p<0.05, T Ad. vs. CT: p<0.05, # PostH. vs. CT: p<0.05
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Figure 19 L'insuffisance cardiaque aigue augmente la génération de thrombine et altére la sensibilité a la PCa

Génération de thrombine déclenchée par 0,5 pM de facteur tissulaire et monitorée par thrombinographie.
A et C. Courbes de génération de thrombine réalisées avec du plasma riche en plaquettes ajusté a 300 x 10° plaquettes/L ou avec du plasma déplété en plaquettes + 4
puM de vésicules phosphatidylsérine/-ethanolamine/choline (PS/PE/PC)
B et D. Inhibition du potentiel thrombinique endogene (ETP) par la PCa avec du PRP ou du PPP + 4 uM de vésicules PS/PE/PC.
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VII DISCUSSION

Notre ¢tude met en évidence des modifications biologiques chez les patients a la phase aigiie
d’une décompensation en faveur d’un profil prothrombotique. L’augmentation du nombre de
MPs circulantes procoagulantes et 1’altération de la régulation de la génération de thrombine
par le systtme de la PCa représentent les principaux mécanismes contribuant a
I’hypercoagulabilité des patients a la phase aigiie de la décompensation cardiaque. Les
travaux antérieurs menés sur les marqueurs de la coagulation dans I’insuffisance cardiaque se
sont essentiellement focalisés sur I’évaluation de facteurs isolés du systeme d’hémostase :
facteurs de coagulation plasmatiques, les marqueurs de fibrinolyse ou les marqueurs
d’activation plaquettaires ' **°. Cependant, cette approche ne rend pas compte de la capacité
de génération de la thrombine qui est la résultante d’un schéma complexe d’actions
activatrices aboutissant a la conversion de prothrombine en thrombine et inhibitrices via le
systtme de la protéine C. Grace a I’utilisation de la thrombinographie, une méthode
intégrative permettant le suivi dynamique de la génération de la thrombine et de son inhibition
in vitro, nous avons pu mettre en évidence dans notre étude une augmentation de la capacité
de génération de thrombine chez les patients insuffisants cardiaques pendant la période
d’hospitalisation (de I’admission a la sortie) comparée a la période post hospitaliere et au
groupe controle.

Dans notre étude, une majorité des patients insuffisants cardiaques a 1’admission sont sous
antiagrégants plaquettaires (aspirine et/ou clopidogrel). Nous avons répertori¢ des
modifications ou un arrét de ce traitement antiagrégant chez nombre d’entre eux durant
I’hospitalisation. Corroborant les travaux antérieurs ayant rapporté un effet modeste de

I’aspirine ou des inhibiteurs du récepteur P2Y12 sur la génération de thrombine **°, le pic de
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thrombine dans notre étude était inférieur, de manieére non significative, de 8% chez les
patients insuffisants cardiaques a 1’admission par rapport a la sortie de I’hospitalisation.

Ce profil prothrombotique est observé en utilisant du PRP et du PPP, confirmant I’hypothése
que P’activation plaquettaire par la thrombine générée bien que réelle n’est pas le mécanisme
prépondérant dans ce phénotype procoagulant. En revanche, cela confirme le réle important
de marqueurs solubles dans cet état d’hypercoagulabilité, en particulier les facteurs de
dysfonction endothéliale et les MPs circulantes.

Chez les sujets sains, le nombre limité de microparticules, essentiellement d’origine
plaquettaire et endothéliale, déclenche la formation de petite quantités de thrombine in vitro
dans du PFP défibriné 7. La formation de microparticules au potentiel procoagulant, en
particulier les MPs annV" et les MPs FT", permet a la fois une augmentation locale des
surfaces procoagulantes mais également une dissémination de celles-ci s’accompagnant d’une
génération de thrombine. En raison de la charge négative, la phosphatidylsérine, un
phospholipide membranaire présent a la surface des microparticules, augmente en effet ce
potentiel procoagulant en facilitant 1’assemblage des facteurs de coagulation calcium
dépendant a la surface des MPs et ainsi permet la formation des complexes tenase et
prothrombinase.'*

Les MPs ont déja été présenté comme un marqueur sensible du processus athérothrombotique,
que ce soit dans la cardiopathie ischémique stable ** ou dans le syndrome coronaire aigu **°
mais également comme un indicateur pertinent de 1’évolution de I'insuffisance cardiaque **’
ou de pathologies malignes **.

Dans le cadre de D’insuffisance cardiaque aigue, Montoro-Garcia et coll ont établi une
corrélation entre les MP de petite taille (0,1 um) ann V' et la sévérité de la dyspnée
caractérisée par le stade NYHA de la dyspnée de méme qu’une corrélation entre le nombre de

microparticules marqueurs monocytaires de « réparation » et d’inflammation.**’
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Dans notre étude, le potentiel procoagulant des MP se traduit dans le groupe des patients
insuffisants cardiaques a I’admission par un nombre élevé de MPs FT' toutes origines
confondues & ’admission et plus spécifiquement par celui des MPs annV ~ FT' qui ont le

. e ey r !
niveau d’activité procoagulante le plus élevé '

avec ensuite une diminution significative (de
75%) lors de la phase post hospitalicre.

Nos données démontrent pour la premiére fois une corrélation significative entre les eMPs
annV' ou les pMPs annV+ et la capacité globale de génération de thrombine, ce qui montre
le role prépondérant des microparticules dans le profil biologique prothrombotique des
patients a la phase aigiie d’une décompensation cardiaque. La thrombine exerce des effets
pléiotropes sur les cellules endothéliales **', incluant la libération de microparticules
endothéliales et engendrant leur dissémination. Le fait que la thrombine induise une
production d’eMPs est important car ces eMPs peuvent transférer I’information de manicre
paracrine. Elles peuvent également initier de maniere autocrine une amplification de la boucle
de la génération de thrombine qui augmente localement la génération de thrombine. ***

Nos données montrent également une résistance a la PCa pendant la phase aigué€ de la
décompensation cardiaque. Ce phénotype d’hypercoagulabilité en rapport avec une altération
de la voie de la protéine C activée a déja été démontré dans des conditions spécifiques : le
syndrome des antiphospholipides, le sepsis sévere ou I’hypertension artérielle pulmonaire
primitive **2*-?* mais pas jusqu’a présent dans I’insuffisance cardiaque congestive.

Dans I’insuffisance cardiaque aigiie, la libération d’eMPs secondaire a une dysfonction
endothéliale majeure semble contribuer a la génération de thrombine excessive en début

d’hospitalisation, en contribuant a [P’altération du systeme anticoagulant endothélium

dépendant que représente la voie de la protéine C activée.



102

En effet, le potentiel thrombinique (ETP), plus ¢élevé en présence de PCa chez les patients en
insuffisance cardiaque aigue, suggere que 1’activité de la PCa pourrait étre altérée par une
libération importante et rapide de microparticules procoagulantes. Ceci favorise 1’assemblage
de complexes procoagulants sachant que [Daffinit¢ de la PCa pour les surfaces
phospholipidiques est de 100 a 1000 fois inférieure a celle des autres protéines vitamine K
dépendantes. Ces microparticules peuvent ¢galement fixer la PCa, et la rendre ainsi incapable
d’inactiver le facteur Va. Ainsi, la libération de quantités importantes de microparticules
eMPs annV" et TF' consécutive a une dysfonction endothéliale majeure représente le
mécanisme principal conduisant a une résistance a la PCa.

Si les MPs procoagulantes peuvent étre un des mécanismes conduisant a une résistance a la
PCa lors d’une décompensation cardiaque aigiie, 1’analyse des parameétres de génération de
thrombine effectuée avec du PDP montre également un certain degré de résistance a la PCa.
Une explication est que la technique utilisée pour obtenir du PDP n’élimine pas complétement
la présence de microparticules. Des données de notre laboratoire non publiées indiquent
néanmoins qu’une génération explosive de thrombine ne peut survenir en 1’absence de I’ajout
de membranes phospholipidiques exogenes. Nos résultats suggerent donc que d’autres
facteurs procoagulants solubles et en particulier des facteurs liés a la dysfonction endothéliale
peuvent contribuer a ’altération de la voie de la protéine C.

Nous notons, en effet, que les patients insuffisants cardiaques présentent une augmentation
significative du vWF et du TFPI pendant 1’hospitalisation par rapport au groupe contrdle.

Un taux ¢levé du vWF a déja été constaté dans 1’insuffisance cardiaque aigue, il est corrélé a
la classe fonctionnelle NYHA et aux événements cliniques majeurs notés dans le cadre du
suivi °°. Grabowski et coll. ** ont également montré que des cellules endothéliales en culture
soumises a un stress libérent une quantité plus importante de TFPI, ce qui peut expliquer

I’augmentation de TFPI dans I’insuffisance cardiaque aigiie.
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Cette activation du systeme Protéine S/TFPI en réponse a 1’état d’hypercoagulabilité et
d’inflammation qui accompagnent la défaillance cardiaque rend compte d’un rétrocontrdle
physiologique ou I’augmentation de facteurs inhibiteurs de la coagulation vient s’opposer in
vivo a I’activité des facteurs procoagulants. Ces données concordantes suggerent en effet que
le TFPI libre pourrait compenser le phénotype procoagulant induit par le facteur VIII et le
vWEF et ainsi agir en synergie avec la voie dynamique de la protéine C activée **°. Cependant,
les résultats de notre étude ne mettent pas en évidence de corrélation significative entre le
TFPI et les différents paramétres obtenus par thrombinographie. Si des taux ¢levés de TFPI
peuvent contrebalancer I’augmentation et 1’accélération de la génération de thrombine chez
les patients insuffisants cardiaques, la concentration en TFPI libre plasmatique représente
surtout un biomarqueur soluble de 1’activation endothéliale.

Dans notre étude, les concentrations plasmatiques de deux biomarqueurs endothéliaux
solubles liés a la voie de la protéine C activée : le sSTM et le SEPCR sont significativement
plus élevés chez les patients insuffisants cardiaques pendant 1’hospitalisation par rapport a la
période post hospitaliere et au groupe controle. Ces résultats soulignent a nouveau le role de

I’altération de la membrane endothéliale dans cette situation pathologique.

Mis a part son action dans la voie de la protéine C, il a ét¢ montré que la sTM inhibe la
fibrinolyse in vitro et ainsi contribue a 1’état prothrombotique de I’insuffisance cardiaque

L 247
congestive

. Parallélement a 1’activation de la protéine C par le complexe thrombine-TM,
I’EPCR membranaire contribue également aux effets cellulaires de la PCa. La PCa associée a
I’EPCR transmet des signaux cytoprotecteurs par I’intermédiaire du PAR-1 ' ** L’EPCR
membranaire differe de la forme circulante (SEPCR), clivée par une métalloprotéinase a la
surface de la cellule et qui est augmentée de maniére significative dans notre étude a la phase

aiglie de la décompensation cardiaque. La forme soluble de I’EPCR inhibe au contraire

I’activation de la protéine C en se liant a celle-ci de maniére compétitive par rapport la forme
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membranaire située sur la paroi vasculaire. Elle inhibe ’activité anticoagulante de la PCa en
interagissant avec les résidus-Gla nécessaire a une liaison efficace de la PCa avec les
membranes phospholipidiques avec comme conséquence 1’absence d’inactivation des facteurs
Va et VIIIa **. Nous montrons également dans notre étude que la concentration de sEPCR
augmente de 50% durant 1’hospitalisation par rapport a la phase post hospitali¢re alors que ces
concentrations ne différent pas par rapport a celle du groupe contréle. Ceci contribue
probablement a la résistance de la protéine C activée pendant la décompensation cardiaque
aigue. Nous constatons également & une augmentation des eMP EPCR+ annexine+ durant
I’hospitalisation mais cette source d’EPCR membranaire ne semble pas suffisante a

compenser 1’altération de la voie de la protéine C par I’EPCR soluble.

Enfin, ce phénotype hypercoagulable présent chez les patients insuffisants cardiaques durant
I’hospitalisation ne persiste pas apres la sortie d’hospitalisation. Ces résultats contrastent avec
ceux publiés précédemment dans la littérature qui font état d’un degré d’hypercoagulabilité
chez les patients insuffisants cardiaques chroniques attesté par exemple par une augmentation
de concentration des complexes TAT (thrombine antithrombine), des fragments 1+2
prothrombine et des paramétres de fibrinolyse ** ** ° . Ceci peut s’expliquer, dans une
certaine mesure, par une dysfonction ventriculaire gauche relativement modérée chez les
patients insuffisants cardiaques dans notre étude (16 patients sur 34 ont une FEVG > 40%).
Cependant, cela traduit surtout la difficulté a établir un état d’hypercoagulabilité chez les
patients insuffisants cardiaques stables et explique peut étre en partie les résultats décevants
des traitements anticoagulants dans 1’insuffisance cardiaque chronique.

Ainsi, la mise en route d’un traitement anticoagulant a la phase aiglie d’une décompensation
cardiaque ou de manicre précoce par rapport a cette hospitalisation comme dans 1’étude
randomis¢ée COMMANDER-HF avec le rivoroxaban, pourrait avoir des effets favorables sur

le devenir de ces patients.
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VIII LIMITES DE L’ETUDE

I1 s’agit d’une étude descriptive incluant un nombre limité de patients hospitalisés pour
une insuffisance cardiaque aigu€ admis en hospitalisation. Elle n’est pas complétement
représentative de 1’ensemble de la population atteinte d’insuffisance cardiaque, comme la
plupart des études cliniques sur le sujet, mais il s’agit d’une population avec un taux élevé
d’éveénements cliniques a court et moyen terme et qui nécessite de nouvelles thérapeutiques.
Le caractére longitudinal de notre étude permet de mettre en évidence une génération
exagérée de thrombine a la phase aigué d’une décompensation cardiaque grace a une méthode
intégrative de I’étude de la coagulation. Ceci nécessite une validation par d’autres études
prospectives permettant d’établir définitivement la significativité physiopathologique de
I’interaction entre les MP circulantes, les facteurs procoagulants, I’activité de la PCa,
’activation plaquettaire et leurs valeurs pronostiques dans I’insuffisance cardiaque aigue.
D’autre part, notre étude souligne I’importance d’introduire la thrombinographie comme une
méthode de référence pour 1’évaluation de 1’hypercoagulabilité dans les futurs travaux de
recherche menés sur I’hypercoagulabilité dans I’insuffisance cardiaque.

Enfin, ’identification des différents mécanismes conduisant a une génération excessive de
thrombine pourrait aider a identifier de nouvelles cibles thérapeutiques en amont de celle-ci

sans augmentation du risque de saignement.
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IX CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les patients en insuffisance cardiaque aigue présentent un phénotype biologique
hypercoagulable qui se caractérise par une génération de thrombine accélérée, une diminution
de la capacité de régulation du systéme anticoagulant de la protéine C activée et des
modifications des MPs procoagulantes. Ce profil prothrombotique est spécifique de la phase
aigiie de la décompensation cardiaque et il diminue avec 1’amélioration clinique du patient.
Nos conclusions confirment le role de la génération de thrombine dans la physiopathologie de
I’insuffisance cardiaque aigue et suggerent que la génération de thrombine et le marquage des
MPs sont sensibles a 1’évolution clinique de cette maladie. D’autres travaux de recherche
pourraient aider a établir les méthodes d’évaluation de la génération de thrombine et la
signature procoagulante des MPs comme des biomarqueurs fiables de 1’hypercoagulabilité
dans I’insuffisance cardiaque aigue afin d’identifier de maniére fiable les sujets devant

bénéficier d’un traitement antithrombotique.

Ces résultats corroborent non seulement I’hypothése de I’implication d’un mécanisme
thrombotique dans le mauvais pronostic de la maladie mais également ’intérét potentiel
d’administrer chez ces patients un inhibiteur direct anti Xa et anti Ila. Cette hypothese a déja
conduit a la mise en place d’un essai explorant des doses anti-thrombiniques et infra anti-
coagulantes du rivaroxaban, un facteur antiXa dans I’insuffisance cardiaque ischémique avec
une décompensation aigue (COMMANDER-HF, clinical trials.gov NCT01877915, F Zannad,

Investigateur principal). Suite a nos résultats obtenus chez des patients lors d’une
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décompensation cardiaque aigué€ d’origine non ischémique, une des perspectives serait
d’étudier le phénotype de génération de thrombine dans le syndrome coronaire aigu et
notamment se compliquant par une décompensation cardiaque aigue et de déterminer si les
mémes mécanismes physiopathologiques sont activés. Enfin, les nouvelles molécules
anticoagulantes (NACO) ont I’avantage de cibler la thrombine mais présentent 1’inconvénient
de ne pas avoir de tests précis de surveillance majorant ainsi le risque hémorragique. La
mesure de la génération de thrombine permettra d’optimiser le bénéfice antithrombotique /
risque hémorragiques de ces nouvelles molécules extrémement couteuses et d’utilisation

croissante.
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Résumé

Malgré le bénéfice observé par de nouvelles thérapeutiques, le devenir des patients
hospitalisés pour une insuffisance cardiaque aigue (ICA) reste sombre. Ce pronostic péjoratif
est en partie influencé par la survenue fréquente d’événements thrombotiques qui sont a
parfois directement a 1’origine du déces des patients. Les mécanismes physiopathologiques de
cette hypercoagulabilité pourraient étre considérés comme des cibles thérapeutiques d’intérét.
L’objectif de ce travail est de démontrer qu'une défaillance des systémes biologiques
contrdlant la thrombose est impliquée dans la physiopathologie de I’ICA. Notre travail met en
évidence la présence d’une hypercoagulabilité de ces patients qui se caractérise par une
génération de thrombine exagérée pendant la phase aigiie de la décompensation cardiaque et
qui se normalise ensuite a distance. Cette élévation de la génération de thrombine est la
conséquence d’une augmentation du nombre de microparticules procoagulantes circulantes et
d’une altération de l'activité d’un systéme naturel anticoagulant représenté par la voie de la

protéine C.

Mots clés : Insuffisance cardiaque aigué, protéine C activée, microparticules, génération de

thrombine

Abstract

Acute heart failure (AHF) is a syndrome with an increasing prevalence and a high mortality
whose management is challenging given the incomplete understanding of its pathophysiology.
This doomed prognosis is partly influenced by thromboembolic events and is often the cause
of death. The present study demonstrates a significant shift towards a prothrombotic
biological profile at the acute phase of decompensated heart failure. Using a comprehensive
exploration of the dynamics of thrombin generation and inhibition, we found an increased
overall thrombin-generating capacity in AHF patients during hospital course. Both increased
in circulating procoagulant microparticles and impairment in the downregulation of thrombin
generation by the anticoagulant C protein pathway represent mechanisms contributing to this

hypercoagulable state in AHF.

Keys words: acute heart failure, activated C protein, thrombin generation, microparticles
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