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Résumé en français 

 

Contexte du projet et motivation 

La thrombine, aussi connue sous le nom  "facteur de coagulation II", est synthétisée 

dans le foie sous forme de zymogène: la prothrombine (ou FII), qui, une fois relâchée, est 

clivée, en exposant ses domaines et en activant ses fonctions (FIIa). Sa fonction la plus 

connue et la plus importante est celle de de catalyseur de la formation de fibrine qui 

constituera le caillot, d'activateur d'autres facteurs pro-coagulants mais également de 

déclencheur d'enzymes anti-coagulantes(J. Borissoff, Spronk, & Ten Cate, 2011). 

L'activation de la thrombine est le résultat de la cascade de coagulation à laquelle 

participent de nombreuses protéines (Tableau 1.1, page 6) s'activant les unes les autres 

(Figure 1.2., page 7). Le début de la coagulation a lieu quand le facteur tissulaire (TF) est 

exposé au sang, à cause d'une lésion des vaisseaux. Ensuite TF active le facteur VII (FVIIa, 

a pour activé) devenant le complexe TF-FVIIa qui active alors deux autres facteurs: le 

facteur IX et le facteur X. Le FXa seul est peu efficace et ne protéolyse qu’une petite 

quantité de prothrombine(Crawley, Zanardelli, Chion, & Lane, 2007). Cette petite, mais 

suffisante, quantité de thrombine activée (2 nmol / L) commence à interagir avec des 

cofacteurs et substrats en provoquant le début de réactions en chaîne menant à la 

coagulation(Crawley et al., 2007; Esmon, 2014; Furie & Furie, 2008; Licari & Kovacic, 2009; 

Mann, 2003).  
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Figure 1. Cascade de coagulation (Adaptation de Esmon 2013(Esmon, 
2014)). D’une parti, les deux voies de la coagulation, intrinsèque et extrinsèque, 
qui permettent l’activation de la thrombine.  D’une autre, les carrés de lignes 
pointilles délimitent, à gauche, l’initiation de la coagulation jusqu'à l’activation de 
la thrombine et à droite, l’amplification de la coagulation. 

Tableau 1. Les actions et substrats de la thrombine(Crawley et al., 2007; Licari & Kovacic, 2009; Maragoudakis & 

Tsopanoglou, 2009). 

Substrat de thrombine Cofacteur 
Domaine 

thrombine 
Function Na

++
/Ca

++
 

Fibrinogène  - exosite I 
Activation du fibrinogène -> à 

fibrine 
+ 

FVIII  - exosite I & II Activation de  FVIII -> FVIIIa + 

FV  - exosite I & II Activation de FV -> FVa + 

FXIII fibrine exosite I 

Plus activation de la fibrine 

activation de FXIII -> FXIIIa = 

stabilisation de fibrine 

+ 

FXI  GpIbα exosite I 
Activation de FXI -> FXIa = 

activation voie intrinsèque  

Thrombin activatable fibrinolysis 

inhibitor (TAFI) 
TM   

Activation de TAFI=TAFIa-> 

anti-fibrinolyse 
  

Glycoprotéine V GpIbα_exosite II exosite I Activation des plaquettes 
 

Thrombomoduline (TM)   exosite I 
Inhibition physique des actions 

procoagulants 
- 

Protéine C (PC) 
TM (exosite I et 

parfois II) 
exosite I 

 Activation de PC résultant en: 

Inactivation de Va ->Vi et VIIIa-

>VIIIi 

- 

Cofacteur II de l'héparine (HCII) glycosaminoglycans   
Il remplise la fonction de 

antithrombine 
  

L'inhibiteur de l'activateur du 

plasminogene (PAI-1)  
    

Inhibition de plasmine 

formation; fibrinolyse 
  

Glycoprotéine GpIb-IX-V 

complexe récepteur de 

plaquettes 
 

exosite II 

Cofacteur. Il aides à cliver PAR 

et la glycoprotéine V par 

thrombine, FXI. 
 

Protease activator inhibitor (PAR) 

récepteur présent en presque 

tout les types cellulaires. 
 

exosite I 

Cicatrisation de lésions des 

tissues  
  

Il actives le facteur d’activation 

plaquettaire (PAF) 
  

Croissance et différentiation 

cellulaire 
  

Prolifération du muscle lisse, 

macrophage et cellules 

endothéliales  

  

Angiogenèse   
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Pro-inflammatoire   

Adhésion leucocytaire   

Mitogenèse de lymphocytes-   

Activation: IL-6, IL-8   

Vasoconstriction et 

perméabilité vasculaire 

permeability 

  

  procoagulant  Anticoagulant 

  Activation de la thrombine  Thrombine et les fonctions PAR 

 

La thrombine protéolyse le fibrinogène en formant des unités de fibrine (Figure 2., flèche 

1, page 10) qui vont être assemblées en fibres à fin de stabiliser le caillot. En outre, elle 

protéolyse les facteurs V et VIII (Figure 2., flèche 4, page 10) qui vont aider à amplifier 

l'activation de la thrombine. La thrombine va également activer des facteurs anticoagulants 

qui vont aider à contrôler et finaliser la coagulation. 

La thrombine participe également, au-delà de l'hémostase, à d'autres systèmes 

physiologiques, comme par exemple les systèmes immunitaire, nerveux, gastro-intestinal, et 

musculo-squelettique. Elle interagit avec des protéines et des récepteurs, en activant les 

plaquettes et les cellules endothéliales, et en stimulant l'adhésion, l'angiogénèse, la 

croissance cellulaire, la différenciation, la prolifération, la vasoconstriction et l'inflammation. 

Tout ce large éventail de fonctions est modulé grâce à une combinaison complexe de 

substrats et de cofacteurs(Crawley et al., 2007) (Tableau 1. et 2., pages 6-7). 

Pour toutes les fonctions expliquées ci-dessus, la régulation de la thrombine est 

fondamentale pour une physiologie normale. Des niveaux déséquilibrés de thrombine se 

traduisent par différents types d'anomalies. Les plus connues et étudiées sont la 

thrombose/l'hémophilie, l'inflammation et l'athérosclérose. Il est alors essentiel de pouvoir 

mesurer son activité aussi précisément que possible afin d'étudier et de comprendre les 

conséquences physiopathologiques et moléculaires de ses anomalies. Les tests classiques 

reflètent seulement 5% de l'ensemble du processus(Mann, 2003) de l'activation et de 

l'activité de la thrombine. 

Le potentiel de génération de thrombine (TGP, en anglais) est un test qui a été mis à 

point pour mesurer la quantité potentielle de thrombine qui est capable d'être activée au 

moment de coagulation(Hemker et al., 2003). Il peut être vu comme un reflet l'ensemble du 

processus de la coagulation allant de son l'initiation, sa propagation et sa terminaison-

amplification(Cimenti, Schlagenhauf, & Leschnik, 2013). Il est plus sensible aux déficits de 

facteurs de coagulation: activateurs (FVII, FV, FX) et inhibiteurs (antithrombine, protéine C, 
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protéine S) et à de nombreux troubles de la coagulation associés à une résistance à la 

protéine C activée (APC, en anglais). En outre, il est sensible à tous les types 

d'anticoagulants ou d'autres médicaments. 

 

 

Figure 2. Étape d’amplification de la coagulation. Diagramme des principales 
actions de la thrombine qui permettent des réactions en chaine. Les flèches 1,2 et 3 
sont les réactions impliquées dans la formation de la fibrine; les autres flèches sont  
les réactions d’amplification. 
 

Tableau 2. Interactions où la thrombine est le substrat. 

Enzyme Cofacteur 
Thrombine-

Domain 
Fonction 

FX 
 

- 
Première activateur de la thrombine à 

partir de la prothrombine. 

Complexe FVa-FXa 
 

- 
Activation de la à partir de la 

prothrombine. 

Thrombomoduline (TM) 
 

exosite I Cofacteur 

Antithrombine (AT) 

Aucun ou 

glycosaminoglycans: 

heparin, heparan 

sulfate proteoglycans-

(exosite II) 

- 

Sans cofacteur: AT inhibites la 

thrombine réversiblement et avec 

cofacteur, est irréversiblement. Il 

inactive aussi Xa -> Xi et IXa->Ixi; 

Cofacteur II de l'héparine (HCII) glycosaminoglycans 
 

Il remplise la fonction de AT 

Tissue factor pathway inhibitor 

(TFPI ou inhibiteur de la voie du 

facteur tissulaire) 
  

Fibrinolysis-anticoagulant 
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Le potentiel de génération de thrombine (TGP, en anglais) est un test qui a été mis à 

point pour mesurer la quantité potentielle de thrombine qui est capable d'être activée au 

moment de coagulation(Hemker et al., 2003). Il peut être vu comme un reflet l'ensemble du 

processus de la coagulation allant de son l'initiation, sa propagation et sa terminaison-

amplification(Cimenti et al., 2013). Il est plus sensible aux déficits de facteurs de 

coagulation: activateurs (FVII, FV, FX) et inhibiteurs (antithrombine, protéine C, protéine S) 

et à de nombreux troubles de la coagulation associés à une résistance à la protéine C 

activée (APC, en anglais). En outre, il est sensible à tous les types d'anticoagulants ou 

d'autres médicaments. 

Le TGP est mesuré à partir d'une méthode, communément appelée thrombogramme 

calibré automatisé (CAT, en anglais), qui consiste en deux mesures simultanées de 

l'activation de la thrombine avec un substrat fluorochromé pour un même échantillon de 

plasma. L'une mesure la génération de thrombine (TG) et l'autre sert de calibrage pour 

corriger le biais entre le signal fluorochrome et l'activation de la thrombine. Dans le test TG, 

la thrombine est produite dans une réaction de coagulation activée par du facteur tissulaire, 

des phospholipides et du calcium. La quantité de thrombine générée est alors mesurée en 

temps réel par la capture du signal de fluorescence qui émet le substrat consommé par la 

thrombine. Ce signal est capturé et corrigé simultanément pour être affiché sous la forme du 

courbe (appelée thrombogramme) (Figure 3., page 24). 

A partir de cette courbe, il est possible d'extraire plusieurs paramètres quantitatifs 

(Figure 4., page 25). Les plus utilisés sont : 1- le temps de latence (Lagtime en anglais) qui 

mesure le temps écoulé depuis le moment où la coagulation est déclenchée jusqu'à le début 

de formation du caillot; 2 - le potentiel endogène de thrombine (ETP pour Endogeneous 

Thrombin Potential en anglais) qui représente la totalité de thrombine activée (l'aire sous la 

courbe du thrombogramme) et permettant de représenter plus précisément l'état de 

coagulation et toute l'activée enzymatique autour la génération de la thrombine; 3- le 

hauteur du pic (Peak, P) qui mesure la quantité maximale de thrombine activée à un 

moment donné du processus de coagulation. 

Le test TGP est sensible aux variations des facteurs FX, FIX, FVII et FVIII, du 

fibrinogène, des D-dimères (produits de la formation des unités de fibrine à partir de 

fibrinogène) et de protéines anticoagulantes. Le TGP est également associé à l'indice de 

masse corporelle (IMC), l'âge et le sexe. En ce qui concerne les facteurs génétiques connus 

pour influencer la variabilité interindividuelle du TGP, il en existait deux au moment où je 

commençais mon projet de thèse: les polymorphismes rs1799963 (20210G> A) et 

rs3136516 (19911A> G) du gène codant pour la prothrombine (F2). 
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Figure 3. 
Diagramme de la 
méthode CAT. 
Adaption de 
Castoldi et al. 
2011(Castoldi & 
Rosing, 2011). La 
mesure de la 
génération de la 
thrombine (TG) et le 
calibreur (CL) sont 
simultanément 
analysées et en 
suite combinées en 
créant une 
graphique final en 
représentant la 
génération de la 
thrombine. 

A  B  

Figure 4. Les paramètres de la génération de la thrombine mesurées par la 
méthode CAT. A- (L) le temps de latence (min), (P) le pic (nM) et (E) le potentiel 
de la thrombine endogène (nM x min), ces sont les paramètres utilisées dans ce 
travail. B représente la comparaison des paramètres de la génération de la 
thrombine et la cascade de la coagulation(Brummel-Ziedins, Everse, Mann, & 
Orfeo, 2014). 

 

Des niveaux élevés de TGP, en particulier d' ETP, ont été associés au risque de 

thrombose veineuse(Hron, Kollars, Binder, Eichinger, & Kyrle, 2006; Lutsey, Folsom, 
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Heckbert, & Cushman, 2010; Tripodi et al., 2008), aux accidents vasculaires cérébraux 

(AVC) ischémiques aigus(Carcaillon et al., 2011) et à l'infarctus du myocarde(Smid et al., 

2013). En revanche, des niveaux bas d'ETP sont associés à des troubles de la 

coagulation(Al Dieri et al., 2002; Rugeri et al., 2010). Le TGP a également été trouvé 

associé à diverses désordres cardiométaboliques comme l'athérosclérose(J. I. Borissoff et 

al., 2010; Vijil, Hermansson, Jeppsson, Bergström, & Hultén, 2014), l'obésité(Sonnevi et al., 

2013), le diabète de type 2(Ay, Hoellerl, Ay, & Brix, 2012), la néphropathie diabétique(van 

der Poll, 2011), et des troubles hépatiques comme la cirrhose(Potze et al., 2013). Des 

troubles inflammatoires ont également été associés aux TGP tels que la maladie de 

Crohn(Bernhard et al., 2011), la septicémie(Petros, Kliem, Siegemund, & Siegemund, 2012) 

et la drépanocytose(Noubouossie et al., 2012). 

Objectifs: 

Comme mentionné ci-dessus, seuls deux polymorphismes génétiques, tous les deux 

situés dans le  gène F2, étaient connus pour influencer les taux plasmatiques de TGP. 

Cependant, ils n'expliquent que 11,3% de la variabilité interindividuelle de ce biomarqueur. 

Mon projet de thèse avait pour objectifs d'identifier de nouveaux facteurs génétiques et 

épigénétiques modulant ce phénotype et ses biomarqueurs associés. 

 

Partie I Identification de nouveaux déterminants génétiques contrôlant la 

variabilité interindividuelle plasmatique du potentiel de génération de thrombine 

Dans le cadre de mon projet de thèse, j'ai mené la toute première étude d'association 

génome-entier (GWAS pour Genome Wide Association Study en anglais) sur les 

biomarqueurs du TGP (à savoir ETP, Peak et Lagtime), afin d'identifier de nouveaux gènes 

participants à la variabilité du TGP. 

Dans une première étape de découverte, j'ai testé l'association entre 6 652 054 de 

polymorphismes génétiques, plus précisément des polymorphismes de substitution d'un seul 

nucléotide (SNP pour Single Nucleotide Polymorphism in anglais), et la variabilité 

plasmatique des trois biomarqueurs du TGP dans deux échantillons rassemblant 1967 

sujets. Outre les deux polymorphismes du gène F2 déjà connus et mentionnés ci-dessus, 

j'ai identifié un polymorphisme au sein du gène ORM1, rs150611042, montrant une 

association statistique très forte (p = 3.36 10-7) avec le temps de latence (Lagtime). J'ai 

ensuite cherché à répliquer cette association dans deux autres échantillons indépendants 

rassemblant 1254 sujets. Dans cette deuxième étape de validation, le polymorphisme 
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rs150611042 a été retrouvé fortement associé (p = 6.07 10-9) à la variabilité interindividuelle 

du temps de latence. J'ai ensuite montré que, dans deux cohortes indépendantes, l'une de 

745 sujets et l'autre de 1374 individus, l'allèle du polymorphisme rs150611042 qui diminuait 

le temps de latence était également associé à une diminution de l'expression monocytaire 

du gène ORM1 (p = 8.70 10-10 et p = 5.21 10-16, respectivement). Des expériences 

fonctionnelles ont été réalisées pour compléter ce travail et ont confirmé in vitro l'association 

entre la molécule codée par le gène ORM1 et la génération de thrombine. 

En conclusion, cette partie de mon travail de thèse a permis d'identifier un nouveau 

gène participant à la régulation de la production de thrombine. Les mécanismes précis de 

cette régulation restent cependant à élucider. 

 

Partie II Marques de méthylation d'ADN associées au potentiel de génération de 

thrombine 

La méthylation de l'ADN est une marque épigénétique qui consiste en l'addition 

enzymatique d'un groupement méthyle (CH3, une molécule de carbone et trois d'hydrogène) 

à la position 5 de carbone de la cytosine principalement dans le contexte de la séquence 5'-

cytosine-guanine (communément appelé dinucléotide CpG). Ce groupe méthyle est 

transféré par une ADN méthyltransférase à partir d'une autre molécule appelée S-

adenylmethylcisteine (SAM), qui devient une S-adenylhomocysteine (SAH). Dans le même 

temps, l'ADN méthyltransférase attire des protéines qui vont se lier l'ADN et réguler 

l'expression et la structure de la chromatine(Strachan & Read, 2010). 

Ces dernières années, de plus en plus d'études ont démontré le rôle de la méthylation 

de l'ADN dans le développement des maladies humaines. Les premiers résultats ont été 

observés dans le domaine du cancer, mais étendus rapidement à d'autres maladies 

humaines complexes telles que la sclérose en plaques, le diabète, les maladies 

inflammatoires et cardiovasculaires(Bell et al., 2010; Horvath et al., 2012; Li, Beard, & 

Jaenisch, 1993; Matouk & Marsden, 2008; Robertson, 2005). 

Dans la deuxième partie de mon travail de thèse, j'ai utilisé des données de méthylation 

mesurées dans des échantillons d'ADN sanguin à partir d'une technologie haut-débit, la 

puce HumanMethylation450K développée par la société Illumina, pour rechercher des 

marques de méthylation associées à la variabilité plasmatique des mêmes 3 biomarqueurs 

du TGP que ceux utilisés dans mon projet GWAS (Partie I). Cette puce permet de mesurer 

les niveaux de méthylation de l'ADN d'environ 480 000 sites CpG répartis tout au long du 
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génome. Son utilisation dans de grandes cohortes épidémiologiques fait l'objet d'un 

enthousiasme très important en raison des récents succès qu'elle a permis d'obtenir pour 

détecter des marques de méthylation associés à des facteurs environnementaux, 

génétiques et biologiques(Dick et al., 2014; Frazier-Wood et al., 2014). Dans le cadre de 

mon projet, j'ai eu accès à deux échantillons, l'un de 238 sujets, l'autre de 187, dans 

lesquels cette puce de méthylation avait été utilisée à partir de l'ADN issu du sang 

périphérique des sujets, et pour lesquels les biomarqueurs du TGP avaient aussi été 

mesurés. J'ai ainsi réalisé la première étude de recherche agnostique d'associations entre 

des niveaux de méthylation de sites CpG et la variabilité plasmatique du TGP. Ce type de 

recherche est communément appelée MWAS pour Methylome-Wide Association Study en 

anglais. J'ai suivi une stratégie de recherche assez similaire à celle que j'avais appliquée 

pour mon étude GWAS. Malheureusement, je n'ai identifié aucune association robuste entre 

des niveaux de méthylation de l'ADN sanguin et les biomarqueurs de la génération de 

thrombine.  

 

Conclusions 

L'étude GWAS que j'ai menée sur les taux plasmatiques de 3 marqueurs de la 

génération de thrombine a permis d'identifier un nouveau gène, ORM1, participant à la 

modulation du temps de latence. Le polymorphisme que j'ai identifié n'est 

vraisemblablement pas le variant fonctionnel et les mécanismes d'action d'ORM1 sur la 

génération de thrombine ne sont clairement pas caractérisés. Mon travail n'a donc ouvert 

qu'une petite porte vers un champ de recherches beaucoup plus vaste qui reste à explorer. 

D'autres pistes mériteraient d'être également explorées pour mieux disséquer les 

mécanismes génétiques associés à la génération de thrombine. La recherche que j'ai 

effectuée ne s'est concentrée que sur des associations univariées entre SNPs et TGP alors 

qu'il serait également intéressant d'étudier si des phénomènes d'interaction entre SNPs 

peuvent également contribuer à influencer la génération de thrombine. De plus, alors que je 

me suis concentrée sur 3 biomarqueurs du TGP, il existe d'autres biomarqueurs qu'il serait 

également possible d'étudier dans le contexte d'une étude GWAS, ce qui pourrait mener à 

l'identification d'autres mécanismes de régulation. 

L'étude MWAS que j'ai conduite sur les taux plasmatiques de TGP s'est avérée moins 

fructueuse que l'étude GWAS. Plusieurs explications peuvent être relevées. Tout d'abord, la 

taille des échantillons que j'ai analysés dans ce projet était relativement modeste par rapport 

à ceux dont je disposais pour mon étude GWAS. Je ne peux donc pas exclure un manque 

de puissance pour détecter des effets épigénétiques modérés, et disposer d'autres 
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échantillons mesurés à la fois pour la méthylation de l'ADN et le TGP serait alors le 

bienvenu. De plus, cette étude MWAS a été réalisée à partir de l'ADN du sang périphérique 

qui n'est peut-être pas le bon modèle pour étudier des mécanismes de méthylation de l'ADN 

de protéines principalement exprimées dans le foie. Il serait plus pertinent de pouvoir 

disposer de l'information sur la méthylation dans des cellules hépatocytaires mais à l'échelle 

épidémiologique, cela semble un peu plus compliqué. 

Enfin, j'ai mené de manière indépendante mon étude GWAS et mon étude MWAS sans 

avoir intégré les résultats de l'une pour augmenter la puissance de l'autre. De nombreux 

travaux indiquent que les niveaux de méthylation d'un site CpG peuvent également être 

sous le contrôle génétique de polymorphisme(s). Il serait donc tout à fait intéressant de 

combiner les résultats que j'ai obtenus dans mes 2 projets pour essayer d'identifier des 

polymorphismes génétiques influençant les taux de TGP via des mécanismes de régulation 

de la méthylation d'ADN. Affaire à suivre... 
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