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INTRODUCTION 
 

L’alimentation joue un rôle prépondérant dans le domaine de la santé et 

notamment vis-à-vis de la survenue des maladies chroniques non transmissibles. 

Le projet Global Burden Disease (“Global burden of 369 diseases and injuries in 

204 countries and territories, 1990–2019,” 2020) dont le but est d’étudier l’état 

de santé au niveau mondial à travers des données telles que les causes de décès, 

d’incapacité et les facteurs de risque a permis d’imputer aux facteurs de risque 

alimentaire près de 11 millions de morts en 2017 soit un décès sur 5. Une 

alimentation non optimale serait le premier facteur de risque vis à vis des maladies 

non transmissibles telles que les maladies cardiovasculaires, les cancers ou le 

diabète. Il apparait que les aliments considérés comme nocifs pour la santé sont 

surconsommés alors que les apports en aliments sains sont sous optimaux. Parmi 

ces derniers, le projet pointe notamment des niveaux de consommation 

insuffisants en produits végétaux tels que les fruits et légumes, les noix ou encore 

les céréales complètes.  

D’une façon générale, en plus de leurs apports intéressants en vitamines, 

minéraux et fibres, ces aliments sont aussi des sources abondantes et exclusives 

d’une grande diversité de composés bioactifs qui selon leur structure chimique 

peuvent être répartis en plusieurs grandes familles. Ainsi, les catégories de 

bioactifs végétaux les plus répandus dans les produits végétaux incluent les 

familles des polyphénols, caroténoïdes, glucosinolates, thiosulfinates. Pour 

certaines, ces familles sont retrouvées spécifiquement dans certaines catégories 

d’aliments (ex : glucosinolates dans les crucifères ou thiosulfinates dans l’ail), 

tandis que d’autres sont plus ubiquitaires, ce qui est notamment le cas des 

polyphénols qui par ailleurs sont aussi les bioactifs majeurs de notre alimentation. 

Selon leur structure de base, les polyphénols sont répartis en différentes classes 

dont les plus importantes en termes d’apports alimentaires sont celles des acides 

phénoliques et des flavonoïdes. Différentes preuves (épidémiologiques, cliniques 

et mécanistiques) de leurs rôles bénéfiques dans la santé humaine s’accumulent 

depuis plusieurs années, notamment en ce qui concerne l’intérêt des flavonoïdes 

dans la prévention des maladies cardiométaboliques (maladies cardiovasculaires, 

diabète type 2, obésité), du déclin cognitif et de certains cancers. Les flavonoïdes 

présentent un large spectre d’activités biologiques (antioxydantes, anti-
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inflammatoires, anti-hypertensives, anti-athérogéniques, anti-angiogéniques, 

antiprolifératives …) qui pourraient expliquer leur effets bénéfiques pour la santé. 

Néanmoins, l’impact de ces molécules sur le processus d’hémostase mérite encore 

d’être approfondi, au regard son implication dans la physiopathologie des 

maladies. 

L’objectif de mon travail a été d’étudier l’impact de l’épicatéchine, un flavonoïde 

appartenant au groupe des flavan-3-ols retrouvé notamment dans le cacao, le 

chocolat noir, le thé ou les pommes, sur le processus d’hémostase. Dans une 

première partie nous avons orienté la recherche sur la définition d’un phénotype 

pour les 3 principales étapes de l’hémostase : l’hémostase primaire, la coagulation 

plasmatique et la fibrinolyse en travaillant avec des outils globaux pour intégrer la 

majorité des effecteurs de ces phénomènes et refléter des variations complexes. 

Dans une deuxième partie nous nous sommes intéressés à l’impact de 

l’épicatéchine sur un facteur émergeant en hémostase, les microparticules, qui 

jouent un rôle prépondérant dans les maladies non transmissibles telles que les 

maladies cardiovasculaires et cela à travers trois axes. Nous avons étudié le rôle 

de l’épicatéchine sur la formation des microparticules, sur leur phénotype et enfin 

sur leurs propriétés fonctionnelles procoagulantes. Dans une dernière partie nous 

avons entrepris de déterminer l’impact de l’épicatéchine sur la finalité du processus 

d’hémostase, le caillot de fibrine et notamment sa structure et les propriétés 

mécaniques qui en découlent. 
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ÉTUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

1. Physiologie et exploration de l’hémostase 

L’hémostase correspond à l’ensemble des mécanismes biologiques mis en jeu pour 

empêcher l’extravasation du sang en cas de brèche vasculaire. Elle permet la 

formation d’un caillot au niveau des vaisseaux qui vient obstruer la brèche et 

stopper l’hémorragie. L’hémostase est également le processus permettant d’éviter 

les thromboses, définies comme la formation de caillots, responsables notamment 

de pathologies cardiovasculaires (accident vasculaire cérébral, thrombose 

veineuse profonde par exemple). Différents acteurs sont impliqués tout au long 

d’un processus découpé en 3 phases connexes (Figure 1). Tout d’abord 

l’hémostase primaire permet d’obstruer la brèche grâce au clou plaquettaire. La 

coagulation plasmatique permet ensuite de consolider le clou plaquettaire grâce à 

la formation d’un réseau de fibrine. Enfin la fibrinolyse permet la lyse du caillot 

pour limiter l’extension du thrombus, et la reperméabilisation des vaisseaux. 

 

 
Figure 1 : Hémostase primaire, coagulation plasmatique et fibrinolyse, 

les trois principales étapes de l’hémostase 
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1.1 Physiologie de l’hémostase primaire 

L’hémostase primaire correspond à l’ensemble des phénomènes survenant sur le 

site de la lésion vasculaire et aboutissant à la formation d’un clou plaquettaire ou 

thrombus blanc. Elle fait intervenir différents types d’acteurs : les éléments 

cellulaires tels que la paroi vasculaire et les plaquettes, des éléments plasmatiques 

comme le facteur de Willebrand et le fibrinogène et enfin un facteur mécanique, 

les forces de cisaillement. 

1.1.1 Les différents acteurs de l’hémostase primaire 
 

La paroi vasculaire est organisée de l’extérieur vers l’intérieur selon 3 tuniques ; 

la tunique externe ou adventice est constituée essentiellement de tissu conjonctif 

et est riche en collagène et en fibres élastiques. La média est constituée de cellules 

musculaires lisses. Enfin l'intima, en contact avec le sang, possède une couche de 

cellules endothéliales à la surface et du tissu conjonctif fibroélastique (Cohen, 

1997; Stevens and Lowe, 2002) (Figure 2). 

 

 
Figure 2 : Schéma de la structure des vaisseaux 
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L’endothélium est l’organe le plus largement distribué dans l’organisme et s’il 

présente une structure et des propriétés hétérogènes selon les territoires, il fournit 

une surface antiagrégante et anticoagulante en contact avec le sang. Il joue un 

rôle central dans la régulation de l’hémostase, notamment en synthétisant et 

libérant dans la circulation différents agents hémostatiques. Il sécrète le monoxyde 

d’azote et la prostacycline agissant comme agents vasodilatateurs et 

antiagrégants. Le facteur de Willebrand est principalement synthétisé par les 

cellules endothéliales et stocké dans les corps de Weibel-Palade.  

 

L’endothélium participe également à la coagulation plasmatique avec selon les 

stimulations l’expression de facteur tissulaire d’un côté et la modulation des 

systèmes anticoagulants physiologiques tels que le système protéine C / protéine 

S, l’antithrombine ou le TFPI (tissue factor pathway inhibitor). L’endothélium 

intervient également dans le processus de fibrinolyse en synthétisant notamment 

le tPA (tissue Plasminogen Activator) ou le PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor-

1). Le sous-endothélium est lui composé de tissu conjonctif avec du collagène, de 

la fibronectine et des fibres musculaires lisses. A l’inverse de l’endothélium, il 

présente des propriétés thrombogènes permettant lors de la mise en contact avec 

le sang la mise en jeu du processus hémostatique avec notamment l’adhésion des 

plaquettes (Aird, 2015; Verhamme and Hoylaerts, 2006) (Figure 3). 

 

 
Figure 3 : Schéma d’une cellule endothéliale 
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Les plaquettes sont des cellules sanguines anucléées de petite taille (2-4 μm) 

formées dans la moelle osseuse à partir de la fragmentation cytoplasmique des 

mégacaryocytes. Leur durée de vie s’étend de 7 à 10 jours, elles circulent dans le 

sang à une concentration allant de 150 à 400 G/L ; Elles sont également stockées 

dans la rate et le foie ou elles sont éliminées par les hépatocytes ou les 

macrophages (Quach et al., 2018; van der Meijden and Heemskerk, 2019). La 

structure des plaquettes est complexe et s’articule autour de la membrane 

plasmique constituée d’une bicouche phospholipidique asymétrique (Lhermusier et 

al., 2011). Le feuillet interne composé notamment de phosphatidylsérine et de 

phosphatidylinositol permet de maintenir la stabilité de la plaquette en phase de 

repos (Ghoshal and Bhattacharyya, 2014).  

Cette asymétrie est maintenue grâce à différents types d’enzyme permettant le 

transport de phospholipides du feuillet interne au feuillet externe. Ces enzymes 

sont les flippases et floppases, enzymes à ATP (adénosine triphosphate), ainsi que 

la scramblase dont la fonction est dépendante de la concentration intraplaquettaire 

en calcium. Elle permet d’externaliser la phosphatidylsérine normalement 

séquestrée au sein du feuillet interne, à la surface de la plaquette (Heemskerk et 

al., 2002; Nagata et al., 2020, 2016; Suzuki and Nagata, 2014). 

Les différentes capacités fonctionnelles des plaquettes font également intervenir 

une large variété de glycoprotéines insérées dans la membrane plasmique. Les 

principales sont la glycoprotéine Ib qui permet aux plaquettes d’adhérer au sous-

endothélium par l’intermédiaire du facteur de Willebrand, la glycoprotéine VI qui 

permet l’adhésion au collagène et l’activation des plaquettes et la glycoprotéine 

IIb-IIIa qui permet l’agrégation plaquettaire (Gremmel et al., 2016). 

Le système canaliculaire ouvert forme un réseau à l’intérieur de la cellule formé à 

partir d’invagination de la membrane plasmique. Il constitue une interface 

importante de communication avec l’extérieur, permet la libération du contenu 

intraplaquettaire et forme une réserve de phospholipides disponibles lors de 

l’activation des plaquettes (Behnke and Forer, 1998).  

Le cytoplasme des plaquettes comprend notamment des mitochondries et des 

organelles de sécrétions, les lysosomes et les granules. Les plus abondantes sont 

les granules alpha qui contiennent des protéines membranaires, des facteurs de la 

coagulation, du facteur de Willebrand (Harrison and Cramer, 1993). Les granules 

denses contiennent des molécules non protéiques tels que l’adénosine diphosphate 

(ADP), l’ATP et le calcium (McNicol and Israels, 1999) (Figure 4). 
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Figure 4 : Schéma d’une plaquette 

 

Le facteur de Willebrand est synthétisé par les mégacaryocytes et cellules 

endothéliales et stocké respectivement dans les granules alpha et dans les corps 

de Weibel-Palade (Sporn et al., 1985; Wagner et al., 1982). Il est synthétisé sous 

forme de pré-pro-peptide. Une fois adressé dans le réticulum endoplasmique le 

facteur de Willebrand s’assemble sous forme de dimères puis de multimères 

(Bryckaert et al., 2015). Le facteur de Willebrand est principalement éliminé par 

les macrophages du foie et de la rate (van Schooten et al., 2008).  

Dans la circulation sanguine, dans des conditions de flux laminaire, le facteur de 

Willebrand circule sous une forme globulaire peu affine pour les plaquettes. 
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Lorsque le flux devient turbulent le facteur de Willebrand s’active, sa conformation 

est modifiée exposant ses principaux domaines. Les domaines A1 et A3 permettent 

la liaison au collagène (Bonnefoy et al., 2006) alors que le domaine A1 se lie à la 

glycoprotéine Ib plaquettaire (Löf et al., 2018). Le facteur de Willebrand intervient 

indirectement dans l’étape de coagulation plasmatique en tant que protéine de 

transport du facteur VIII (Figure 5). 

 

 
 Figure 5 : Représentation de la structure du facteur de Willebrand et de 

ses différents domaines 

 

Les différentes étapes de l’hémostase primaire sont également impactées par la 

rhéologie du flux sanguin à travers notamment la contrainte de cisaillement. Celle-

ci s’exerce parallèlement au vaisseau et dépend de la viscosité du sang, du 

diamètre du vaisseau et du débit. Des contraintes de cisaillement élevées telles 

qu’observé en cas de rupture du flux sanguin entrainent le dépliement du facteur 

de Willebrand exposant différents domaines (Di Stasio and De Cristofaro, 2010). 

Le fibrinogène est synthétisé par le foie en tant protéine homodimérique de 340 

kDaltons. Il est synthétisé par le foie, circule à une concentration de 2 à 4 g/L et 

peut être internalisé dans les granules alpha des plaquettes par endocytose (Vilar 

et al., 2020; Wolberg, 2007). Le fibrinogène se compose de 2 domaines D externes 

reliés par un domaine E central. Il est formé de 3 chaînes polypeptidiques A�, B" 

et #����	�es par des ponts disulfures au sein du domaine E (Mosesson, 2005). Outre 

son rôle dans la coagulation, le fibrinogène est l’élément clé de l’étape finale de 

l’hémostase primaire, l’agrégation plaquettaire. En effet, c’est un ligand à haute 
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affinité de la glycoprotéine plaquettaire IIb-IIIa permettant la formation de ponts 

interplaquettaires nécessaires à la formation du clou plaquettaire (Bennett, 2001). 

 

1.1.2 Le processus d’hémostase primaire 
 

L’hémostase primaire s’articule autour de 2 temps. Le premier très court, le temps 

vasculaire, résulte en une vasoconstriction réflexe et transitoire grâce à l’élasticité 

de la paroi vasculaire. Elle permet de diminuer le flux sanguin aux abords de la 

brèche vasculaire et la perte sanguine, et favorise les interactions plaquettes/sous 

endothélium. Ce phénomène est soutenu et prolongé par la libération à partir des 

cellules endothéliales et des plaquettes de molécules vasoconstrictrices telles que 

le thromboxane A2, l’endothéline ou la sérotonine (Figure 6). 
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Figure 6 : représentation schématique du processus d’hémostase 

primaire 
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Survient ensuite le temps plaquettaire. La brèche vasculaire expose le sous 

endothélium vasculaire, thrombogène, au flux sanguin. En cas de contraintes de 

cisaillement élevées, comme c’est le cas dans les artérioles et les artères de faible 

calibre l’adhésion des plaquettes au collagène du sous endothélium est réalisée 

grâce au facteur de Willebrand qui se lie à la glycoprotéine Ib (Ruggeri et al., 2006; 

Savage et al., 1998). En cas de contraintes de cisaillement plus faible cette 

interaction, insuffisante pour engendrer une adhésion stable, entraine un 

phénomène de roulement des plaquettes, renforcé par le système sélectine P / 

PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand-1) (Coenen et al., 2017). Les plaquettes 

vont pouvoir lier le collagène du sous-endothélium par différentes glycoprotéines 

dont la glycoprotéine VI et la glycoprotéine Ia-IIa, phénomène qui va initier un 

signal intracellulaire d’activation des plaquettes (Watson et al., 2000). Cela va 

entrainer le relargage d’agonistes plaquettaires tels que le thromboxane A2 ou 

l’ADP ainsi qu’une augmentation de l’affinité des intégrines plaquettaires pour les 

constituants du sous-endothélium (Hynes, 2002; Ruggeri, 2009; Varga-Szabo et 

al., 2008). Il est également observé une activation de la glycoprotéine IIb-IIIa 

ainsi qu’un changement de forme des plaquettes qui vont émettre des 

pseudopodes afin de favoriser la fixation au niveau de la brèche vasculaire (Ruggeri 

and Mendolicchio, 2007). Ces différents mécanismes associés à la présence de 

thrombine capable de se lier à la glycoprotéine Ib (Ruggeri et al., 2010) vont 

permettre d’amplifier l’activation plaquettaire. Les plaquettes vont libérer le 

contenu de leurs granules riches en substances proagrégantes et procoagulantes, 

par fusion avec la membrane plasmique (Golebiewska and Poole, 2015; Joshi and 

Whiteheart, 2017). Ces molécules telles que l’ADP vont engendrer un rétrocontrôle 

positif sur les plaquettes circulantes et permettre l’initiation du processus 

d’agrégation plaquettaire, notamment, via les signaux « inside-out » d’activation 

de la glycoprotéine IIb-IIIa (Andre et al., 2003) Le fibrinogène va ensuite par ses 

domaines D former des ponts entre les plaquettes en liant la glycoprotéine IIb-IIIa 

(Furie and Furie, 2007). Par ailleurs, la fixation des ligands de la glycoprotéine IIb-

IIIa va mettre en jeu via les signaux « outside-in » des mécanismes influant sur 

l’étalement des plaquettes, la stabilité ou la rétractation du caillot (Coller and 

Shattil, 2008). Ces processus vont permettre de contrôler l’hémorragie au niveau 

de la brèche vasculaire par formation du clou plaquettaire qui sera consolidé par 

l’étape de coagulation plasmatique. 
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1.1.3 Les différentes voies d’activation plaquettaire 
 

Les mécanismes d’activation plaquettaire sont complexes intégrant notamment 

des molécules d’adhésion (facteur de Willebrand, collagène, laminines, 

fibronectine…) et des activateurs solubles (ADP, thrombine, thromboxane A2…) 

(Figure 7).  
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Figure 7 : Récepteurs et voies de signalisation plaquettaire  

D’après Vilahur, G., Gutiérrez, M., Arzanauskaite, M., Mendieta, G., Ben-Aicha, 
S., & Badimon, L. (2018). Intracellular platelet signalling as a target for drug 

development. Vascular Pharmacology. 
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L’exposition du collagène met en jeu différents récepteurs menant à l’adhésion 

plaquettaire, tels la glycoprotéine Ib-IX-V qui va permettre la liaison au facteur de 

Willebrand. Cela engendre un signal de transduction impliquant les protéines 

kinase Src, l’activation de phospholipase C, la production de diacylglycérol et 

l’activation de protéines kinase C. La liaison forte du collagène à la glycoprotéine 

VI entraine également l’activation plaquettaire par la voie de signalisation ITAM 

(Immunoreceptor tyrosine-based motif) qui induirait notamment l’activation de 

phospholipase C (Gibbins, 2004; Scharf, 2018). Il existe plusieurs isoformes de 

�$���$��	�����%�������	��������������	��������������������"�������������#���

*	�����$���$��	�����"�	����	�����	���+�������	�	���	�������������	�������������<�

��� �$���$��	����� #�� ���� ����� ��� ������ce de protéines kinases liées aux 

glycoprotéines Ib-IX-V ou VI (Vilahur et al., 2018). L’activation des phospholipases 

C entraine à partir de phosphatidylinositol 4,5-biphosphate la formation d’inositol 

triphosphate et de diacylglycérol. L’inositol triphosphate se lie à ces récepteurs du 

système tubulaire dense entrainant la mobilisation du calcium intraplaquettaire. 

Le diacylglycérol quant à lui active les protéine kinase C à l’origine de la 

dégranulation plaquettaire et de l’activation des intégrines (Bye et al., 2016; 

Harper and Poole, 2010; Stefanini and Bergmeier, 2018). L’augmentation du 

calcium intracellulaire entraine le recrutement du facteur d’échange guanine 

GDP/GTP, CalDAG-GEFI (Stefanini and Bergmeier, 2010). Celui-ci va activer la 

GTPase Rap1 ce qui aboutit au recrutement de la taline et de la kindline à l’origine 

de l’activation de la glycoprotéine IIb-IIIa indispensable à l’agrégation plaquettaire 

(Stefanini and Bergmeier, 2019, 2018). 

 

Schématiquement, les récepteurs des agonistes solubles appartiennent à la famille 

des récepteurs à 7 domaines transmembranaires couplés aux protéines G dont 

l’activation induit l’activité enzymatique de la phospholipase C, l’adénylate cyclase, 

la phosphoinositide 3-kinase et de GTPases. 

 

L’ADP possède 2 types de récepteurs purinergiques P2Y1 et P2Y12. P2Y1, couplé 

à la protéine Gq, entr�	�� �����	���	����� ����$���$��	������%�"�à l’origine de la 

mobilisation du calcium intraplaquettaire et de l’activation des protéines kinases 

C. P2Y12, couplé à la protéine Gi2, exerce un contrôle sur la formation d’AMP 

cyclique en inhibant l’adénylate cyclase. Ce récepteur est également capable 
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d’activer la phosphoinositide 3-kinase et la GTPase Rap1 (Cattaneo, 2015; Woulfe 

et al., 2002). 

 

La thrombine, le plus puissant des agonistes plaquettaires, possède 2 récepteurs 

PAR1 et PAR4 (Protease activated receptor), couplés aux protéines Gq et G12/13. 

Les peptides activateurs de 6 acides aminés proviennent des récepteurs eux-

mêmes, après clivage par la thrombine. Ils correspondent au TRAP (Thrombin 

Receptor Activator Peptide) souvent utilisé comme agoniste lors du test 

d’agrégation plaquettaire. L’activation des récepteurs PAR entraine la sécrétion par 

les plaquettes du contenu granulaire libérant notamment de l’ADP et l’activation 

de la phospholipase C. Cette activation est un évènement majeur amenant au 

clivage du phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate en diacylglycérol puis à 

l’activation de la protéine kinase C (Coughlin, 2005). 

 

L’acide arachidonique qui est clivé lors de l’activation plaquettaire par la 

phospholipase A2 délivre des endopéroxydes sous l’action de la cyclooxygénase. 

Ces endopéroxydes peuvent être transformés en thromboxane A2 par la 

thromboxane synthétase plaquettaire ou être utilisés dans les cellules 

endothéliales voisines en tant que substrat de la prostacycline synthétase. Le 

thromboxane A2 entraine une vasoconstriction et une activation plaquettaire après 

liaison aux récepteurs TP (thromboxane prostanoïde) couplés aux protéines Gq et 

G12/13. Leur mise en jeu est à l’origine de la mobilisation du calcium 

intraplaquettaire et de l’activation de la GTPase RhoA engendrant la contraction et 

la déformation des plaquettes (Braune et al., 2020; Bye et al., 2016). 

    

1.2 Exploration de l’hémostase primaire 

Le diagnostic d’un syndrome hémorragique repose en premier lieu sur un 

interrogatoire précis et un examen clinique puis le cas échéant sur l’exploration de 

l’hémostase primaire. Il existe des tests globaux et des dosages plus spécifiques 

s’articulant autour des principaux acteurs de l’hémostase primaire, que sont par 

exemple les plaquettes ou le facteur de Willebrand. 

En raison de sa faible performance, la réalisation du temps de saignement n’est 

plus recommandé (Lehman et al., 2001; Lind, 1991). Le Platelet Function Analyzer 

(PFA-100/200) présenté comme une alternative au temps de saignement au 
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regard de ses performances jugées supérieures ne s’est pas imposé comme un 

test de dépistage fiable. En effet, le PFA manque de sensibilité dans la détection 

des thrombopathies (à l’exclusion des formes sévères telles que la maladie de 

Bernard-Soulier ou la thrombasthénie de Glanzmann) ainsi que dans la maladie de 

Willebrand (Hayward et al., 2006; Nichols et al., 2008). 

Le diagnostic d’une maladie de Willebrand repose dans un premier temps sur les 

dosages spécifiques du facteur de Willebrand par détermination de l’activité 

cofacteur de la ristocétine et antigène. L’activité fonctionnelle mesurée par 

agrégamétrie ou chimiluminescence évalue la capacité du facteur de Willebrand à 

lier les plaquettes ou la glycoprotéine Ib généralement en présence de ristocétine. 

Ces analyses permettent généralement d’objectiver un déficit. La détermination 

précise du type de maladies de Willebrand, quantitative type I ou III et qualitative 

type II (et sous types) réalisée en seconde intention allie des tests plus spécialisés 

tels que l’analyse génétique, l’étude de la répartition des multimères du facteurs 

de Willebrand ou l’étude de sa liaison à la glycoprotéine Ib (De Jong and 

Eikenboom, 2016; Just, 2017; Leebeek and Eikenboom, 2016). 

L’exploration des plaquettes associe la numération plaquettaire et frottis sanguin 

permettant de détecter une thrombopénie et les anomalies de taille et structure. 

Le diagnostic des thrombopathies repose en partie sur le test d’agrégation 

plaquettaire. Considéré comme le gold standard, ce test souffrait néanmoins d’un 

manque de standardisation rendant la réalisation, l’interprétation et la 

comparaison des résultats compliquée. Ces dernières années le test d’agrégation 

plaquettaire tend à se standardiser du fait de recommandations de comités 

d’experts et des centres de compétences tant sur la méthodologie que dans 

l’interprétation (Cattaneo et al., 2013; Gresele and Subcommittee on Platelet 

Physiology of the International Society on Thrombosis and Hemostasis, 2015; 

Mezzano and Quiroga, 2019). Le test d’agrégation plaquettaire repose sur la 

mesure de la transmission de la lumière. Un plasma riche en plaquettes est utilisé 

pour mesurer l’agrégation plaquettaire en réponse à différents agonistes (Hvas 

and Favaloro, 2017). Ces agonistes vont se fixer sur les récepteurs plaquettaires 

ou nécessiter une conversion enzymatique comme pour l’acide arachidonique afin 

d’activer les plaquettes. Différents types d’agonistes sont testés. Les agonistes 

forts permettent une sécrétion et une agrégation plaquettaire simultanée. Les 

agonistes faibles (ou les agonistes forts à faible concentration) initient le 
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phénomène d’agrégation qui sera amplifié par le relargage granulaire d’ADP et le 

thromboxane A2 (Alessi et al., 2020; Cattaneo, 2009). 

A ces tests de première intention sont généralement associés dans un second 

temps des tests plus spécialisés permettant notamment de mettre en évidence le 

relargage des granules plaquettaires ou la composition en glycoprotéines à la 

surface des plaquettes par cytométrie en flux (Gresele et al., 2016; Gresele and 

Subcommittee on Platelet Physiology of the International Society on Thrombosis 

and Hemostasis, 2015). 

  

1.3 Physiologie de la coagulation plasmatique 

Le clou plaquettaire formé à la suite du processus d’hémostase primaire doit être 

consolidé, c’est l’objectif de la phase de coagulation plasmatique. La coagulation 

plasmatique regroupe tous les phénomènes permettant de former le caillot de 

fibrine qui stoppera définitivement le saignement. Elle comprend une succession 

de réactions enzymatiques dont le but est de générer un pic de thrombine 

responsable de la transformation du fibrinogène en fibrine. 

Les facteurs de la coagulation, procoagulants ou anticoagulants, sont 

majoritairement synthétisés par le foie (Roberts and Cederbaum, 1972). Ces 

facteurs sont synthétisés sous forme inactive ou de zymogène de protéase à 

sérine, de substrat tel que le fibrinogène ou de cofacteurs comme les facteurs V et 

VIII. Ces facteurs s’activent grâce à une cascade enzymatique pour aboutir à la 

transformation de la prothrombine en thrombine. Cette dernière converti le 

fibrinogène en fibrine, formant un réseau qui sera ensuite stabilisé par le facteur 

XIII. 

1.3.1 Les facteurs vitamine K dépendants 

Les facteurs procoagulants II, VII, IX et X, et les facteurs anticoagulants que sont 

la protéine C et la protéine S sont des facteurs vitamine K dépendants. Ces 

protéines contiennent des résidus d’acide carboxyglutamique dans le domaine Gla 

N-terminal. En présence de calcium, les facteurs subissent une modification 

conformationnelle exposant un site de liaison aux phospholipides. La vitamine K 

intervient comme cofacteur enzymatique dans l’étape de carboxylation qui permet 

aux facteurs de la coagulation d’adhérer aux phospholipides anioniques des 
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surfaces cellulaires (Furie et al., 1999). Un déficit en vitamine K engendre la 

synthèse par le foie de facteurs non fonctionnels PIVKA (Protein Induced by 

Vitamin K Absence). 

1.3.2 La cascade de la coagulation 

La coagulation plasmatique est schématiquement scindée en plusieurs voies, 

extrinsèque et intrinsèque qui convergent au niveau du facteur X (Figure 6).  

 

 

Figure 6 : Cascade de la coagulation plasmatique 

La voie extrinsèque s’articule autour du complexe facteur tissulaire / facteur VII 

activé. Le facteur tissulaire est une protéine transmembranaire exprimée de 

manière constitutive par certaines cellules de la paroi vasculaire et les cellules 

musculaires lisses. On le retrouve à forte concentration dans les tissus tels que le 

poumon, le cerveau ou le placenta. Dans des conditions pathologiques telles 

qu’une brèche vasculaire, le facteur tissulaire va être exprimé par différents types 

de cellules comme les plaquettes, les cellules endothéliales ou les leucocytes ou il 
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va être exposé à la circulation et au facteur VII. Le facteur VII est une protéase à 

sérine qui circule à faible concentration dans le plasma (10 nM). La formation du 

complexe engendre rapidement une modification conformationnelle et l’activation 

en facteur VII activé par différents mécanismes incluant une protéolyse partielle 

(Mackman et al., 2007; Rand et al., 2006). Les substrats naturels du complexe 

comprennent le facteur VII, le facteur X et le facteur IX. Le facteur tissulaire 

interagit avec le domaine GLA des facteurs IX et X, phénomène modulé par le 

domaine GLA du facteur VII. L’activation de ces facteurs est réalisée en présence 

de phospholipides et de calcium (Gajsiewicz and Morrissey, 2015; Kirchhofer et 

al., 2000).  

La voie intrinsèque fonctionne par une activation en cascade des facteurs XII, XI, 

IX et VIII, ces 2 derniers formant le complexe tenase capable d’activer le facteur 

X. Le facteur XII est une protéase à sérine principalement produite par le foie sous 

forme de zymogène à la concentration de 40 μg/mL (Didiasova et al., 2018). Le 

facteur XII s’autoactive en facteur XII activé suite à un contact avec des molécules 

ou surfaces chargées négativement telles que la silice, l’ARN, les polyphosphates 

ou la membrane plasmique des plaquettes (Grover and Mackman, 2019). Le 

facteur XII activé transforme la prékallicréine en kallicréine ce qui créer un 

rétrocontrôle positif de l’activation du facteur XII amplifié par le kininogène de haut 

poids moléculaire. Un déficit en ces molécules n’engendre pas de symptomatologie 

hémorragique. Le facteur XII est également capable d’activer le facteur XI en 

facteur XI activé (Björkqvist et al., 2014; Schmaier, 2016; Weidmann et al., 2017). 

Le facteur XI est une protéase à sérine possédant des homologies de structure 

avec la prékallicréine qui circule sous forme complexée avec le kininogène de haut 

poids moléculaire (Thompson et al., 1977). L’activation du facteur XI peut être 

réalisé par différentes molécules, incluant donc le facteur XII mais aussi la 

thrombine ou le facteur XI activé lui-même par auto-activation (Emsley et al., 

2010; Matafonov et al., 2011). A l’opposé le facteur XI apparait comme étant le 

facteur de la phase contact nécessaire à une hémostase normale. En effet, un 

déficit est particulièrement associé à des hémorragies post-opératoires ou suite à 

des traumatismes siégeant dans les territoires à forte activité fibrinolytique 

(Seligsohn, 2009). Néanmoins, le risque hémorragique des patients présentant un 

déficit en facteur XI est souvent compliqué à prédire, la symptomatologie étant 

peu corrélée aux taux circulants de facteur XI (Puy et al., 2016; Wheeler and 
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Gailani, 2016). Le rôle principal du facteur XI activé est la conversion du facteur 

IX en facteur IX activé par clivage protéolytique avec relargage d’un peptide 

d’activation via un processus indépendant des phospholipides (Gailani et al., 

2014). Le facteur IX ou facteur anti-hémophilique B est une protéine synthétisée 

par le foie, contenant un domaine GLA et il constitue la partie protéasique du 

complexe tenase qu’il forme avec le facteur VIII une fois activé. Le clivage du 

peptide d’activation est réalisé soit par le complexe facteur tissulaire / facteur VII 

activé soit par le facteur XI activé. Le facteur IX activé comprend une chaine légère 

et une chaine lourde qui supporte l’activité protéasique (Schmidt and Bajaj, 2003). 

Le facteur VIII ou facteur anti-hémophilique A est lui aussi principalement 

synthétisé par le foie mais également par les cellules endothéliales, le rein ou le 

tissu lymphatique (Pan et al., 2016). Il est présent dans la circulation associé dans 

une liaison non covalente avec le facteur de Willebrand qui le protège d’une 

protéolyse précoce. Il circule dans le plasma sous forme d’un hétérodimère de 300 

kDa, la chaine lourde contenant les domaines A1, A2 et B, la chaine légère les 

domaines A3, C1 et C2. L’interaction avec le facteur de Willebrand est médiée par 

les domaines A3 et C2 (Fang et al., 2007). Le facteur VIII est activé par la 

thrombine par protéolyse limitée engendrant la perte des domaines a3 et B à 

l’origine de sa séparation du facteur de Willebrand. Le facteur VIII va se concentrer 

à la surface phospholipidique ou il va interagir avec le facteur IX activé et amplifier 

l’activation du facteur X en facteur X activé (Mazurkiewicz-Pisarek et al., 2016). 

Les voies extrinsèque et intrinsèque convergent finalement à l’étape d’activation 

du facteur X. Le facteur X est une protéase à sérine synthétisée par le foie et 

vitamine K dépendante, possédant également un domaine GLA. Sous sa forme 

activée il va former le complexe prothrombinase par sa liaison au facteur V activé 

à la surface phospholipidique (Ahmad et al., 2003). Il est synthétisé par le foie et 

80% est présent dans la circulation sanguine pour une concentration de 20 nM. Il 

est également retrouvé à hauteur de 20% dans les granules plaquettaires alpha. 

Le facteur V à une structure et une fonction analogue au facteur VIII au sein de 

son propre complexe avec notamment des domaines A présentant une homologie 

avec la céruléoplasmine suggérant un rôle dans la liaison des métaux, un domaine 

B et des domaines C assurant la liaison aux phospholipides (Tabibian et al., 2019). 

Le facteur V est activé par la thrombine et secondairement par le facteur X activé. 

La formation du complexe calcium dépendant avec le facteur X activé sur les 
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membranes phospholipidiques permet l’accélération de la conversion de la 

prothrombine en thrombine (Mann and Kalafatis, 2003; Schreuder et al., 2019). 

La prothrombine est une glycoprotéine vitamine K dépendante synthétisée par le 

foie et sécrétée dans le sang à une concentration élevée de 1,4 μmol/L. Ce 

zymogène va devoir subir 2 clivages séquentiels. En présence de facteur V activé 

le facteur X activé clive la prothrombine après l’Arginine320 pour former la 

meizothrombine. Celle-ci est ensuite clivée en Arginine271 donnant la thrombine 

d’une part et les fragments 1+2 d’autre part, ces derniers possédant notamment 

le domaine GLA (Davie and Kulman, 2006; Krishnaswamy, 2013). La thrombine 

est l’enzyme clé de la coagulation, elle va être responsable de la transformation 

du fibrinogène soluble en fibrine insoluble qui va former un réseau et consolider le 

clou plaquettaire. 

1.3.3 Les inhibiteurs physiologiques de la coagulation 

Ces facteurs procoagulants agissent au sein d’un processus finement régulé, 

notamment par l’action d’inhibiteurs physiologiques de la coagulation, tels que 

l’antithrombine, le système protéine C / protéine S ou le TFPI (Figure 8).  
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Figure 8 : Cibles des principaux inhibiteurs physiologiques de la 

coagulation plasmatique 

L’antithrombine est une serpine (serin protease inhibitor) synthétisée par le foie 

qui circule à une concentration d’environ 2,6 μmol/L, soit près du double de la 

concentration de la thrombine (Conard et al., 1983). Il existe 2 isoformes 

circulantes d’antithrombine, alpha et beta avec respectivement 4 et 3 chaines N-

glycane, cette dernière ayant une affinité augmentée pour l’héparine. 

L’antithrombine est distribuée dans les compartiments extravasculaire, vasculaire 

et à la surface vasculaire. Le mécanisme d’action de l’antithrombine est analogue 

à celui des serpines. Elle agit comme substrat suicide en formant un complexe 

équimolaire avec les protéases à sérine cibles (Pike et al., 2005). Elles vont 

s’assembler dans un premier temps en un complexe enzyme substrat non 

covalent. Puis par formation d’une liaison ester le complexe acyl-enzyme induit un 

changement conformationnel de l’antithrombine et piège la protéase à sérine 

(Olson et al., 2010). L’antithrombine va ainsi inhiber l’action procoagulante de la 

plupart des protéases à sérine, notamment la thrombine, le facteur IX activé, le 
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facteur X activé et le facteur XI activé (RAU et al., 2007). A côté de son site actif, 

l’antithrombine dont l’action est naturellement lente, possède un site de liaison à 

l’héparine et aux héparanes sulfates, HBS (heparin binding site) dont l’interaction 

a pour effet une activation allostérique qui potentialise son action inhibitrice. Cette 

activation allostérique est primordiale pour l’inhibition des facteur IX activé et 

facteur X activé via le pentasaccharide. L’inhibition de la thrombine quant à elle 

est principalement liée à la formation d’un complexe permis par la présence de 

longue chaine d’héparine (Li et al., 2004; Olson et al., 1992; Pike et al., 1997). In 

vivo, l’antithrombine peut se lier aux héparanes sulfate ce qui permet de maintenir 

son activité anticoagulante au niveau de l’endothélium, participant à ses propriétés 

antithrombotiques (Quinsey et al., 2004). L’antithrombine peut également fixer 

l’héparine relarguée par l’endothélium. Son action au niveau du caillot demeure 

néanmoins limitée, notamment dans son inactivation de la thrombine ou du facteur 

X activé. Elle joue le rôle de sentinelle, empêchant le processus thrombogène de 

se propager de manière incontrôlée (Pike et al., 2005). 

Le système de la protéine C comprend son cofacteur la protéine S, l’EPCR 

(endothelial Protein C Receptor) son récepteur membranaire, la thrombomoduline 

le récepteur à l’activateur de la protéine C, la thrombine. 

La protéine C est une protéase à sérine vitamine K dépendante synthétisée sous 

forme de zymogène par le foie. Elle circule à la concentration de 70 nmol/L alors 

que sa forme activée par l’action protéolytique de la thrombine, la protéine C 

activée est présente à la concentration de 40 nmol/L. La protéine C comprend un 

domaine GLA qui permet notamment la liaison aux phospholipides anioniques ainsi 

que la fixation à son récepteur l’EPCR, 2 domaines EGF (epidermal growth factor) 

impliqués dans la liaison à son cofacteur la protéine S, un peptide d’activation et 

le site actif (Griffin et al., 2007; Preston et al., 2005). Le clivage par la thrombine 

en Arginine169 libère le peptide d’activation et forme la protéine C activée. Cette 

activation initialement très lente est accélérée par la fixation de la thrombine sur 

la thrombomoduline. Le thrombomoduline est une molécule transmembranaire qui 

ne possède pas d’activité enzymatique en elle-même. La thrombomoduline 

présente à la surface des cellules endothéliales forme un complexe avec la 

thrombine au sein duquel cette dernière perd ses propriétés procoagulantes de 

liaison au fibrinogène, et d’interaction avec le récepteur PAR-1. A l’inverse, elle 

permet à la thrombine de catalyser la formation de protéine C activée d’un facteur 
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x1000 comparée à la thrombine seule (Li et al., 2012; Weiler and Isermann, 2003).  

L’EPCR, le récepteur à la protéine C, permet lui aussi d’accélérer sa transformation 

en protéine C activée. L’EPCR est une glycoprotéine transmembranaire qui 

présente une homologie de structure avec le complexe majeur d’histocompatibilité. 

Hormis la protéine C, il peut également se lier à d’autres ligands tels que le facteur 

X. La distribution de l’EPCR est différente de celle de la thrombomoduline. L’EPCR 

est particulièrement présent sur l’endothélium des vaisseaux de gros calibre alors 

que la thrombomoduline est retrouvée dans la microcirculation (Mohan Rao et al., 

2014).  

La protéine S est un facteur vitamine K dépendant produit par le foie. Deux tiers 

de la protéine S circulante est inactive, liée à la C4BP (C4b-binding protein) tandis 

que les 150 mmol/L restant circulent librement (Dahlbäck, 2018). 

La protéine C activée va dégrader les facteurs V activé et VIII activé, cofacteurs 

au sein des complexes prothrombinase et tenase, respectivement. Cela impacte la 

phase d’amplification de la génération de thrombine. Le facteur V activé est clivé 

sur 3 sites, Arginine306, Arginine506 et Arginine679. Le clivage en Arginine306 

nécessite la présence de la protéine S. Le clivage en Arginine506 est moins 

dépendant du cofacteur mais il est inhibé par la formation du complexe 

prothrombinase avec le facteur X activé (Griffin et al., 2007; Mann and Kalafatis, 

2003). En présence de protéine S, la protéine C activée est également en mesure 

de cliver le zymogène facteur V en Arginine506 relevant une propriété 

anticoagulante. Ce dernier est capable de se comporter en cofacteur de la protéine 

C activée dans l’inhibition du facteur VIII activé (Thorelli et al., 1999). La protéine 

C activée peut ainsi cliver le facteur VIII activé en Arginine336 et Arginine562 en 

présence de protéine S (Figure 9). 
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Figure 9 : Schéma du système protéine C / protéine S 

 

1.3.4 Le modèle cellulaire de la coagulation in vivo 

Au-delà du concept in vitro de coagulation plasmatique basé sur les différentes 

voies (extrinsèque et intrinsèque) de la coagulation, le phénomène in vivo, plus 

complexe, intègre une composante cellulaire et se décompose en plusieurs phases 

(Figure 10).  
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Figure 10 : Schéma de la coagulation plasmatique intégrant la 

composante cellulaire 

 

Le principal initiateur physiologique de la coagulation est le facteur tissulaire 

exprimé par différents types cellulaires et qui au niveau d’une brèche vasculaire 

va interagir avec le facteur VII. Le complexe facteur tissulaire / facteur VII activé 

va lui-même activer le facteur X qui va former avec le facteur V activé le complexe 

prothrombinase. Ce dernier va ainsi générer de petites quantités de thrombine. 

Cette thrombine, encore insuffisante pour former le réseau de fibrine, va 

néanmoins être au centre de l’étape d’amplification. Sous l’action de la thrombine, 

les plaquettes localisées à proximité des sites d’exposition du facteur tissulaire 

vont adhérer fermement au sous endothélium et vont s’activer complètement. Si 

elles n’expriment pas le facteur tissulaire, les plaquettes jouent néanmoins un rôle 
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central dans le processus de coagulation in vivo. Suite à leur activation, elles vont 

fournir une surface d’assemblage pour les facteurs de coagulation, notamment en 

exprimant la phosphatidylsérine. Elles vont également libérer le facteur V à partir 

de leurs granules alpha. La thrombine va également amplifier sa propre formation 

en activant des facteurs de la coagulation tels que le facteur V, le facteur VIII et 

le facteur XI. La phase de propagation intervient quand les complexes tenase et 

prothrombinase assemblés à la surface des plaquettes vont générer une quantité 

explosive de thrombine responsable de la formation du caillot de fibrine (Hoffman, 

2003; Hoffman and Monroe, 2001; Mann et al., 2003) (Figure 11). 

 

Figure 11 : Différentes phases de la coagulation plasmatique en regard 

de la génération de thrombine 

   

1.3.5 La fibrinoformation 

Le fibrinogène est une glycoprotéine soluble synthétisée par le foie à la 

concentration plasmatique de 2 à 4 g/L. On le retrouve également dans les 

granules alpha plaquettaires via un processus d’internalisation à partir de la 

circulation (Weisel and Litvinov, 2017). Le fibrinogène intervient en plus de 

l’hémostase dans la cicatrisation, l’inflammation ou l’angiogenèse. Il est constitué 

������	����	��������$�	������?����	�	����@�<�["����#���	���rment une structure de 
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46 nm de long, de masse moléculaire de 340 kDaltons, avec des régions nodulaires 

aux extrémités reliées par des brins en forme de bâtonnets. Le fibrinogène 

s’organise en 2 régions D à chaque extrémité et une région centrale E qui contient 

les fibrinopeptides A et B (acides aminés N-����	��\������$�	���@�����["]��!��

clivage des fibrinopeptides par la thrombine dont le clivage permet la formation de 

monomères de fibrine qui vont s’associer par des liaisons non covalentes en 

protofibrilles de fibrine. Pour cela, les « boutons » A, correspondants aux parties 

N-����	����������$�	�����������ement formées suite au clivage dans la région 

E, interagissent avec les « poches ^����������$�	��#��	���������������	��_����

monomères adjacents. Cela permet la formation spontanée de protofibrilles 

bicaténaires semi-décalées. De manière analogue les « boutons » B vont interagir 

avec les « poches ^����������$�	��"�����������	���_���������������������	����

(Weisel, 2005; Wolberg, 2007). Lorsque les protofibrilles sont suffisamment 

longues elles vont s’agréger latéralement pour former des fibres de fibrine. La 

stabilisation de ce réseau fait intervenir le facteur XIII activé par la thrombine en 

présence de fibrine et de calcium. Il réalise des liaisons covalentes entre les 

�$�	��������#, ce qui stabilise le caillot de fibrine et lui confère des propriétés de 

résistance mécanique et de protection vis-à-vis d’une dissolution prématurée 

(Bagoly et al., 2012; Mihalko and Brown, 2020) (Figure 12). 

42



 

Figure 12 : Structure du fibrinogène 

 

1.4 Exploration de la coagulation plasmatique  

1.4.1 Les tests classiques d’exploration de la coagulation plasmatique 

Devant un syndrome hémorragique ou une suspicion de déficit en facteur 

procoagulant des tests d’exploration généraux sont généralement réalisés tels que 

le temps de Quick (TQ) ou le temps de céphaline avec activateur (TCA). Le TQ est 

prolongé en cas de déficit en facteur VII, le TCA en cas de déficit en facteur VIII, 

IX, XI ou XII et les 2 tests sont impactés par un déficit en facteur de la voie 

commune, X, V, prothrombine et fibrinogène. Le TQ qui explore la voie extrinsèque 

correspond à la mesure d’un temps de coagulation à 37°C d’un plasma déplaquetté 

en présence d’un mélange de facteur tissulaire et de phospholipides 

(thromboplastine) et calcium. Le complexe facteur tissulaire / facteur VII activé 
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active le facteur X qui avec le facteur V activé forme une faible quantité de 

thrombine capable de transformer le fibrinogène soluble en gel de fibrine.  

Le TCA qui explore la voie intrinsèque correspond à un temps de coagulation à 

37°C d’un plasma déplaquetté en présence d’une surface chargée négativement 

comme la silice ou le kaolin ainsi que de phospholipides et de calcium. L’activateur 

chargé négativement active le facteur XII en présence de prékallicréine et de 

kininogène de haut poids moléculaire. Le facteur XII activé active le facteur XI qui 

active lui-même le facteur IX. Le facteur IX activé forme avec le facteur VIII activé 

le complexe tenase capable d’activer le facteur X, ce qui aboutira à la formation 

de thrombine puis de fibrine.  

Le TQ et le TCA, conçus initialement pour explorer les mécanismes de la 

coagulation et évaluer la purification des facteurs de coagulation du plasma, 

demeurent les tests les plus pratiques pour donner une estimation globale de 

l’activité de la plupart des facteurs procoagulants. Ces tests souffrent néanmoins 

de limitations majeures dans l’appréciation fine de la coagulation d’un sujet. Tout 

d’abord, des temps normaux n’excluent pas un déficit modéré (Boender et al., 

2016). Ils sont complètement aveugles à toutes modifications des taux de facteurs 

anticoagulants physiologiques comme l’antithrombine ou la protéine C, ce qui rend 

leur utilisation dans le cadre de la thrombophilie peu utile. Par ailleurs, leur 

exploration de la thrombine formée est parcellaire puisque la gélification du plasma 

survient dès qu’approximativement 5% de la thrombine totale est formée, laissant 

les 95% restant non détectés et donc non pris en compte. S’ils restent 

prépondérants dans l’exploration des déficits en facteur procoagulant tel que 

l’hémophilie, ces tests sont inaptes à apprécier correctement l’équilibre existant in 

vivo entre facteurs procoagulants et inhibiteurs de la coagulation. C’est 

particulièrement remarquable dans les coagulopathies acquises telle que la 

cirrhose, marquée par une diminution concomitante de la plupart des facteurs, ou 

le TQ est diminué alors que les patients présente une hypercoagulabilité (Tripodi, 

2008; Tripodi et al., 2009) (Figure 13). 
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Figure 13 : Exploration de la coagulation plasmatique par les tests 

classiques 

 

Devant un temps de coagulation allongé, l’approche diagnostique consiste en 

l’exploration spécifique des facteurs associés. Dans un premier temps un dosage 

fonctionnel est réalisé, seul capable de mettre en évidence un déficit quantitatif 

comme qualitatif. Il pourra le cas échéant être complété par un dosage 

immunologique. Les taux de facteur peuvent être déterminés par un test 

chronométrique ou un test chromogénique. Le fibrinogène est classiquement 

mesuré par la méthode de Clauss. Le retentissement clinique d’un taux de facteur 

diminué est variable. Le phénotype hémorragique est fortement corrélé au taux de 

facteurs X, XIII et fibrinogène, moyennement pour les facteur V et VII et le taux 

de facteur XI n’est pas prédictif du risque hémorragique (Peyvandi et al., 2012b, 

2012a). 

Hormis les D-dimères qui entre dans la démarche diagnostique de la maladie 

thromboembolique veineuse (Lim et al., 2018) et dans les scores de management 

de l’anticoagulation (Ensor et al., 2016) l’utilisation des tests de coagulation fait 
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débat. La recherche de facteurs biologiques de risque de thrombose ne doit pas 

être réalisée systématiquement mais s’inscrit dans une démarche personnalisée 

vis-à-vis du patient, et ce par un médecin spécialiste. L’intérêt clinique dans 

l’évaluation du risque de premier événement ou de récidive et dans le choix et la 

durée des anticoagulants demeure controversé (Garcia et al., 2013; 

Konstantinides et al., 2019; Machin, 2003; Martinelli, 2003; Moran and Bauer, 

2020). La recherche s’articule principalement autour des thrombophilies 

héréditaires incluant les déficits dans les principaux inhibiteurs physiologiques de 

la coagulation, l’antithrombine, la protéine C et la protéine S et les mutations 

procoagulantes du facteur V et du facteur II (Baglin et al., 2010; Pruthi, 2017). 

1.4.2 Les tests globaux d’exploration de la coagulation plasmatique 

Ces dernières années une approche phénotypique de la coagulation plasmatique, 

la thrombinographie ou test de génération de thrombine a présenté un regain 

d’intérêt dans la mesure où elle intègre la plupart des facteurs procoagulants et 

anticoagulants et permet une mesure de la totalité de la thrombine. Elle permet 

de mimer la coagulation plasmatique in vivo en reproduisant les différentes 

phases : l’initiation, l’amplification, la propagation et enfin l’inhibition.  

A l’origine, la génération de thrombine était mesurée par sous échantillonnage à 

différents temps de la réaction. De manière analogue au processus in vivo, la 

coagulation était déclenchée par l’ajout au plasma de facteur tissulaire, de 

phospholipides et de calcium. Le plasma était prélevé périodiquement afin de 

déterminer l’activité thrombinique grâce à différents substrats et dans des 

conditions analytiques variables (Hemker et al., 1993; Lau et al., 2007). Par la 

suite, la méthode a évolué avec une automatisation de la détection de la densité 

optique obtenue grâce aux substrats chromogènes de la thrombine ajoutés 

directement au plasma et qui ont remplacé le fibrinogène. Un plasma défibriné 

était indispensable car l'absorption de la lumière pouvait être influencée par 

gélification du plasma. Cela impliquait aussi l’impossibilité de réaliser les mesures 

en présence de plaquettes, ne permettant ainsi de ne travailler que sur du plasma 

pauvre en plaquettes (Baglin, 2005; H. Coenraad Hemker et al., 2003). 

Aujourd’hui, les substrats fluorigènes se sont substitués aux substrats 

chromogènes. Cette technique présente l’avantage d’être peu influencée par la 

turbidité, la constitution du caillot et la présence de plaquettes. Il est donc possible 
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d’effectuer les mesures sans défibriner le plasma et d’étudier le rôle des plaquettes 

dans la coagulation en utilisant du plasma riche en plaquettes (Hemker et al., 

2003; Hemker et al., 2002). La méthode CAT (Calibrated Automated 

Thrombogram) décrite par Hemker et coll. (Hemker et al., 2002) présente les 

avantages d’une automatisation partielle grâce à un fluorimètre équipé d’un 

dispenseur, de l’utilisation d’un substrat fluorigène et traitement informatique des 

données. Sur plasma pauvre en plaquettes, la coagulation est initiée au choix par 

une concentration faible (de l’ordre de 1 pmol/L), intermédiaire (de l’ordre de 5 

pmol/L) ou forte (de l’ordre de 20 pmol/L) de facteur tissulaire en présence de 

phospholipides procoagulants. Les plaques 96 puits sont incubées 10 minutes à 

37°C avant l’addition du substrat fluorigène et de calcium. Les données de 

fluorescence sont ensuite analysées par un logiciel dédié qui permet de déterminer 

la quantité de thrombine produite au cours du temps. 

Plusieurs écueils, récurrents lors des expérimentations de génération de 

thrombine, sont pris en compte par cette technique : 

- l’affinité du substrat : Le substrat qu’il soit chromogène ou fluorigène ne doit pas 

présenter une affinité trop élevée pour la thrombine. Dans le cas contraire, les 

antithrombines entreraient en compétition avec le substrat, entrainant une 

surestimation de l’activité thrombinique mesurée. 

- Le rôle de l’alpha2-macroglobuline : La thrombine est inactivée de deux manières 

différentes. D’une part, elle est capturée par l'antithrombine qui bloque le site actif 

de la thrombine l’empêchant d’exercer son action protéolytique. D’autre part, elle 

se lie à l'alpha2-macroglobuline `���] formant un complexe qui n'a plus de 

fonction physiologique de transformation du fibrinogène en fibrine, mais est 

toujours capable de convertir les petits substrats fluorigènes. Durant la réaction, 

la conversion des substrats va donc perdurer, alors que la thrombine est 

totalement inactive du point de vue hémostatique. Pour pallier cela, l’utilisation 

d’un calibrant et d’un programme d’analyse est indispensable pour déterminer la 

génération de thrombine véritablement produite en supprimant 

mathématiquement sur l'ensemble de la courbe l'activité de l’�2m-thrombin. 

- La déplétion en substrat : Durant la réaction, la concentration du substrat 

fluorigène diminue progressivement à mesure que la thrombine est produite. Cela 

entraine une diminution de la vélocité de la thrombine vis-à-vis de celui-ci ayant 
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pour conséquence, en l’absence de correction, une sous-estimation croissante du 

signal. 

- L’Inner filter effect ou effet filtre correspond à la non-linéarité de la relation entre 

la fluorescence mesurée et la quantité de fluorophore. En l’absence de correction 

les concentrations fortes sont sous-estimées. 

- La couleur du plasma : La présence d’ictère ou d’hémolyse peut faire varier la 

couleur d’un plasma entrainant du même coup une absorption variable de lumière 

émise par les molécules fluorescentes ou fournie par le fluorimètre. 

Pour pallier ces sources d’erreur, Hemker a estimé qu’il était nécessaire d’utiliser 

une calibration propre à chaque plasma étudié. Le calibrant (Thrombin Calibrator) 

est constitué de thrombine en quantité connue et liée à �����. Celui-ci est ajouté 

au plasma d’intérêt dans un second puit sans que les conditions analytiques en 

soient modifiées par ailleurs. Le complexe agit sur le substrat fluorigène sans faire 

coaguler le plasma et permet d’obtenir une courbe linéaire. Or, du fait de la 

déplétion en substrat ainsi que de l’effet filtre, le suivi de la fluorescence émise 

montre une courbe qui s’infléchit. Par conséquent, pour chaque niveau de 

fluorescence, un facteur de correction est déduit et appliqué à la courbe de 

fluorescence du spécimen étudié. Dans le même temps, la fluorescence peut être 

convertie en concentration molaire de thrombine. De plus, l’utilisation du plasma 

à la fois pour la mesure et pour la calibration permet de s’affranchir des 

particularités du plasma et des paramètres matériels (Hemker et al., 2003). 

La thrombinographie permet donc d’évaluer quantitativement la cinétique de 

génération de thrombine par mesure de la fluorescence appréciant ainsi le 

potentiel hémostatique d’un patient. In vitro, la thrombinographie s’articule autour 

de 3 étapes. Elle débute par une phase d’initiation durant laquelle le facteur 

tissulaire interagit avec le facteur VII activé formant un complexe. Celui-ci active 

le facteur IX et le facteur X qui transforme de petites quantités de prothrombine 

en thrombine. On observe ensuite une phase d’amplification, conséquence de 

l’action de la thrombine. Puis survient une phase de propagation ou l’activité 

enzymatique du complexe prothrombinase va être à l’origine de la génération du 

pic de thrombine.  

La thrombine joue un rôle central tout au long de ce phénomène. Elle accélère le 

processus de coagulation en amplifiant sa propre formation. Pour cela, elle active 
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notamment les facteur V, facteur VIII, facteur XI ainsi que les plaquettes (lorsque 

le test est réalisé sur plasma riche en plaquettes). Le facteur IX se complexe au 

facteur VIII pour former le complexe tenase, principal activateur du facteur X. Ce 

dernier fixe le facteur V pour former le complexe prothrombinase qui va être à 

l’origine de la formation de plus de 95% de la thrombine totale.  

Enfin, on observe une phase d’extinction qui associe 2 phénomènes : disparition 

de l’activité du complexe prothrombinase et épuisement de la prothrombine. A cela 

s’ajoute l’action des facteurs anticoagulants qui devient prépondérante.  

La courbe de génération de thrombine peut donc fournir de nombreux paramètres 

exploitables (Figure 14) :  

- Aire sous la courbe ou Potentiel Endogène de Trombine renseignant sur la 

quantité totale de thrombine générée 

- Hauteur du pic qui est la concentration maximale de thrombine. Elle résulte des 

étapes d’amplification et de propagation de la coagulation. 

- Temps de latence qui est la durée pour voir apparaitre les premières traces de 

thrombine. Il reflète la phase d’initiation de la coagulation.  

- Temps d’obtention du pic 
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Figure 14 : Principaux paramètres du test de génération de thrombine 

Le paramètre majeur est le potentiel endogène de thrombine (ETP). C’est celui qui 

évalue la coagulation de la façon la plus complète possible en intégrant l’effet des 

facteurs anticoagulants et procoagulants. 

Le tracé définitif du thrombinogramme est le fruit de transformations successives 

des données réalisées par le logiciel ThrombinoscopeTM. Celui-ci fournit plusieurs 

courbes : 

- Une courbe de calibration ou la fluorescence n’est pas linéaire à cause des

phénomènes « d’effet filtre » et de déplétion en substrat qui ralentissent la vélocité

de sa conversion par la thrombine (Figure 15A).

- Une courbe de fluorescence brute obtenue à partir des puits d’analyse dans

laquelle les phénomènes « d’effet filtre » et de déplétion en substrat sont corrigés

(Figure 15B).

- La dérivée première de cette dernière (Figure 15C).

- La courbe finale de génération de thrombine où le signal est converti en

concentration de thrombine et où l’activité amidolytique du complexe thrombine –

alpha2-macroglobuline est soustraite (Figure 15D).
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Figure 15 : Tracés du test de génération de thrombine 

Contrairement aux tests classiques de la coagulation, la mesure de la génération 

de thrombine permet d’évaluer au mieux l’action des différents systèmes 

inhibiteurs. Néanmoins, l’exploration du système protéine C / protéine S nécessite 

la présence de thrombomoduline pour que la thrombine puisse activer de façon 

optimale la protéine C. Classiquement, la concentration en thrombomoduline 

utilisée est celle capable d’inhiber à 50% l’ETP moyen de sujets sains. Avec la 

méthode CAT, aucun réactif de génération de thrombine n’intégrant de la 

thrombomoduline, celle-ci doit être ajoutée manuellement au mélange facteur 

tissulaire phospholipides. En pratique, chaque lot de réactif nécessite donc la 

réalisation de manipulation de génération de thrombine sur sujets sains intégrant 

la réalisation d’une gamme de concentration croissante de thrombomoduline afin 

de déterminer la concentration moyenne inhibant 50% du potentiel endogène de 

thrombine. Une technique automatisée plus récente réalisée sur l’automate 

GenesiaTM permet une meilleure standardisation avec notamment des réactifs prêts 

à l’emploi. 
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1.5 Les microparticules 

1.5.1 La formation des microparticules 

Les microparticules sont des vésicules anucléées de tailles variables, allant de 100 

à 1000 nm. Elles sont à distinguer des exosomes, plus petits et n’intervenant pas 

dans la phase de coagulation ainsi que des corps apoptotiques, généralement de 

tailles supérieures et contenant du matériel nucléaire.  

Les microparticules peuvent être libérées par l’ensemble des cellules. Les 

microparticules d’origine plaquettaire sont la principale fraction des microparticules 

circulantes (Brisson et al., 2017). D’autres types de cellules, telles que les 

monocytes, les hématies, les cellules endothéliales ou les cellules musculaires 

lisses, produisent aussi des microparticules. Plus rarement, on peut retrouver dans 

la circulation des microparticules issues des fibroblastes ou des cellules tumorales 

(Voukalis et al., 2019) 

Chez les sujets sains, la production de microparticules à partir de ces cellules 

s’inscrit dans différents processus physiologiques, tels que la différenciation 

cellulaire ou l’apoptose (Beaudoin and Grondin, 1991). Leur libération est 

augmentée dans diverses situations pathologiques telles que les cancers, le 

diabète, le sepsis ou les maladies cardiovasculaires en réponse à des stimuli 

divers comme l’inflammation, le stress oxydatif, ou l’hypoxie (Lovren and Verma, 

2013; Pardo et al., 2018; Raeven et al., 2018).  

Le bourgeonnement cellulaire à l’origine de la formation de microparticules est un 

phénomène associant un réarrangement des phospholipides membranaire à un 

remaniement du cytosquelette (Figure 16). 
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Figure 16 : Mécanisme de vésiculation des microparticules 

D’après Piccin, A., Murphy, W. G., & Smith, O. P. (2007). Circulating 

microparticles: pathophysiology and clinical implications. Blood Reviews, 21(3), 

157–171. 

La membrane plasmique des cellules eucaryotes est formée d’une bicouche 

phospholipidique. Les cellules non activées présentent au niveau de leur 

membrane plasmique une asymétrie de la composition phospholipidique, les 

aminophospholipides, tels que la phosphatidylsérine ou la phosphatidyl-

éthanolamine, prédominent au niveau du feuillet interne alors que les 

phospholipides cationiques riches en choline sont principalement retrouvés dans le 

feuillet externe. Cette composition particulière est sous la dépendance d’enzymes 

telles que les floppases, translocases et scramblases (Nagata et al., 2016; Suzuki 

and Nagata, 2014). 
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Suite à l’activation cellulaire ou à l’apoptose, la concentration de calcium 

intracellulaire augmente engendrant une relocalisation de la phosphatidylsérine 

dans le feuillet externe grâce à l’action des enzymes (Nagata et al., 2020). Des 

mécanismes annexes sont également responsables de l’externalisation de la 

phosphatidylsérine, tels que l’enrichissement de la membrane plasmique des 

monocytes en cholestérol, responsable de la formation de microparticules riches 

en facteur tissulaire (Liu et al., 2007). Cependant l’existence de microparticules ne 

se liant pas à l’annexine V suggère d’autres mécanismes n’impliquant pas la 

phosphatidylsérine. Ces phénomènes, associés à la dégradation du cytosquelette 

par des enzymes telles que la calpaïne ou les caspases entrainent la formation de 

microparticules (Morel et al., 2011; Yan et al., 2009). 

1.5.2 Les propriétés des microparticules 

Les propriétés des microparticules sont étroitement liées à leur composition, elle-

même dépendante des cellules dont les microparticules sont issues ainsi que du 

stimulus initial. Les microparticules plaquettaires expriment la glycoprotéine IIb-

IIIa (CD41), la glycoprotéine Ib (CD42b) et des marqueurs d’activation comme la 

sélectine P (CD62P) (Diamant et al., 2004; Melki et al., 2017). Il a par ailleurs été 

rapporté une différence de composition selon la taille des microparticules 

plaquettaires. En effet, le ratio protéines / lipides, la nature des protéines ou 

encore les propriétés fonctionnelles varient (Dean et al., 2009). Les 

microparticules endothéliales quant à elles, expriment des protéines impliquées 

dans les processus d'adhésion et de fusion ou encore des molécules de la 

coagulation telles que le facteur tissulaire, en réponse notamment à certains 

stimuli (Banfi et al., 2005; Dignat-George and Boulanger, 2011; Zwicker et al., 

2011). Les microparticules d’origine leucocytaire expriment des molécules 

d’adhésion telles que PSGL-1, des molécules de l’inflammation comme 

l’interleukine-1beta, du facteur tissulaire et du récepteur 3 du complément (Ridger 

et al., 2017).  

1.5.3 Le rôle des microparticules dans l’hémostase 

De plus en plus de preuves existent en faveur de l’importance des rôles 

physiologiques et pathologiques des microparticules. Les microparticules sont 

capables d’interférer dans la communication cellule à cellule par divers 

mécanismes : stimulation directe des récepteurs cibles, intégration des récepteurs 
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de surface dans une cellule cible. Les microparticules peuvent également transférer 

leur contenu cytoplasmique, y compris de l’ARN (Ratajczak et al., 2006), et 

moduler l’immunité adaptative en stimulant la réponse immunitaire  (Sprague et 

al., 2008). Les microparticules jouent également un rôle majeur dans les processus 

pathologiques, tels que les infections, principalement par le transfert des 

récepteurs aux cellules cibles permettant l’entrée de virus. Dans les maladies 

systémiques, telles que la polyarthrite rhumatoïde, elles agissent par amplification 

de la réponse inflammatoire locale (Italiano et al., 2010). Les microparticules 

interviennent dans le développement de cancers en favorisant l’angiogenèse et 

l’invasion de cellules tumorales, et elles peuvent être des marqueurs prédictifs de 

la formation de métastase et de l’agressivité (Dovizio et al., 2018; Haemmerle et 

al., 2018; Plantureux et al., 2020).  

Par ailleurs, les microparticules constituent des acteurs majeurs de l’hémostase et 

de la thrombose.   

De par leur mécanisme de formation, la plupart des microparticules possèdent des 

propriétés procoagulantes grâce à la présence de phosphatidylsérine dans le 

feuillet externe de la membrane. Les propriétés procoagulantes de la 

phosphatidylsérine résident dans l’assemblage des facteurs de la coagulation par 

interaction avec leur domaine GLA permettant la formation des complexes tenase 

et prothrombinase notamment. Zubairova et coll. montrent que les phospholipides 

microparticulaires sont essentiels dans la polymérisation de la fibrine. En l’absence 

de microparticules, la génération de thrombine est quant à elle similaire (pic de 

thrombine et ETP) mais retardée (temps de latence et temps au pic). La présence 

de microparticules permet également de générer un caillot plus dense avec des 

fibres de fibrine plus fines, le rendant notamment plus résistant à la fibrinolyse 

(Zubairova et al., 2015). La principale source de microparticules exprimant la 

phosphatidylsérine est la plaquette. Ces dernières sont inconstamment associées 

à l’expression d’une autre molécule procoagulante, le facteur tissulaire. Il semble 

néanmoins que les microparticules plaquettaires expriment nativement peu le 

facteur tissulaire et que cette expression soit liée à la liaison de microparticules 

externes aux plaquettes (Owens and Mackman, 2011). Les leucocytes et plus 

précisément les monocytes de sujets sains expriment le facteur tissulaire. La 

stimulation des monocytes par le lipopolysaccharide entraine une augmentation 

de l’expression et de la libération de microparticules exprimant le facteur tissulaire. 
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Le facteur tissulaire est essentiel à l’initiation de la coagulation, capable de former 

des complexes avec le facteur VII, facteur VII activé à l’origine de la formation de 

facteurs X et IX activés. A l’état physiologique, l’impact réel des microparticules 

exprimant le facteur tissulaire est néanmoins encore controversé. Des 

expérimentations in vitro ne montrent pas d’impact sur la quantité totale de 

thrombine générée, du fait d’une faible concentration (Ollivier et al., 2010). 

L’impact apparait plus documenté dans les conditions pathologiques. Les 

microparticules exprimant le facteur tissulaire sont particulièrement présentes 

dans la plaque d’athérome et favoriseraient les thromboses artérielles suite à la 

rupture de la plaque (Mallat et al., 1999). Sur des modèles animaux des études 

montrent un impact global sur la coagulation. Dans des conditions pathologiques 

il apparait que ces microparticules jouent un rôle dans la formation du thrombus, 

notamment grâce à un recrutement par l’intermédiaire de la sélectine P et du 

PSGL-1. L’activité du facteur tissulaire semble également concentrée au niveau du 

thrombus du fait de la liaison des microparticules monocytaires au fibrinogène 

présent au sein des agrégats plaquettaires (Owens and Mackman, 2011). Si les 

microparticules paraissent globalement procoagulantes, elles sont capables 

également d’exprimer, selon leur origine cellulaire, des molécules anticoagulantes 

et profibrinolytiques, ce type de propriétés ne surpassant pas leur impact 

procoagulant. Elles peuvent ainsi exprimer des anticoagulants physiologiques tels 

que le TFPI, la protéine C activée et des molécules clés de son activation que sont 

la thrombomoduline et l’EPCR. Elles peuvent également favoriser la génération de 

plasmine en se liant au tPA et à l’urokinase (Suades et al., 2015) 

Par ailleurs, en raison de leur activité procoagulante, les microparticules sont un 

marqueur pronostique de choix dans les maladies cardiovasculaires  (Boulanger et 

al., 2006; Kuriyama et al., 2010). En effet, leur concentration est augmentée après 

l’infarctus aigu du myocarde  (Hartopo et al., 2016) particulièrement les sous-

populations exprimant des marqueurs spécifiques, tels que sélectine P  (van der 

Zee et al., 2006). Une notion de taille des microparticules semble aussi exister. 

Les microparticules de grandes tailles semblent plus fortement associées à 

l’athérosclérose carotidienne (Michelsen et al., 2009), l’infarctus du myocarde, 

ainsi qu’à la circulation du complexe thrombine-antithrombine et du ligand soluble 

CD40  (Michelsen et al., 2008), ces derniers étant corrélés avec un risque plus 

élevé d’événements cardiovasculaires (Heeschen et al., 2003). Les microparticules 
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plaquettaires semblent jouer un rôle clé dans les maladies cardiovasculaires en 

raison de l’expression des phospholipides et des marqueurs de surface 

procoagulants, et de leur capacité à recruter des leucocytes, à transférer des 

micro-ARN et à favoriser l’inflammation  (Melki et al., 2017; Shantsila et al., 2010; 

Wang et al., 2016). 

 

1.6 Exploration des microparticules 

L’exploration des microparticules s’articule autour de 2 grands types de 

techniques. Des techniques pouvant allier détection spécifique, dénombrement et 

caractérisation antigénique des marqueurs de surface, telles que la cytométrie en 

flux et des techniques fonctionnelles capable par exemple de déterminer les 

propriétés procoagulantes globales des microparticules d’un échantillon.  

1.6.1 La cytométrie en flux et autres techniques de caractérisation 

cellulaire 

La cytométrie en flux est la technique les plus communément utilisée pour 

caractériser les microparticules (van der Pol et al., 2014). Elle permet l’étude des 

particules et cellules en suspension dans un milieu liquide en les faisant passer une 

à une devant un ou plusieurs faisceaux laser. Cette technique fournit de 

nombreuses informations, à savoir la taille de éléments grâce à la lumière 

diffractée dans l’axe du rayon laser et une estimation de la structure grâce à la 

lumière dispersée sur les côtés. Ces informations, si elles n’identifient pas 

formellement les types cellulaires, permettent un premier tri. Couplée à l’utilisation 

de fluorochrome, la cytométrie en flux permet l’identification d’éléments comme 

des glycoprotéines de surface ou des aminophospholipides de la membrane tels 

que la phosphatidylsérine. Du fait des développements technologiques récents, 

cette technique offre des bonnes performances. Le nombre de molécules analysées 

simultanément augmente régulièrement pour atteindre près d’une cinquantaine 

grâce aux capacités des cytomètres et au développement des fluorochromes. La 

mise en œuvre est en outre relativement rapide, réalisable sur de faibles volumes, 

la rendant disponible aussi bien en conditions de recherche que de diagnostic. Il 

est également possible de coupler cette technique à un trieur de cellules 

permettant de purifier un échantillon. Les principaux inconvénients résident dans 

la nature de l’échantillon, où les éléments doivent être en suspension. La résolution 
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des automates et la difficulté à caractériser correctement les microparticules de 

petites tailles se sont améliorées ces dernières années grâce aux évolutions 

technologiques et méthodologiques. De plus, bien que couteux, des systèmes de 

billes calibrées permettent de déterminer une concentration en microparticules. 

Enfin, l’étude des microparticules a fait l’objet ces dernières années de tentatives 

de standardisation, tant sur le plan pré-analytique que méthodologique avec 

notamment des études multicentriques (Cointe et al., 2017; Lacroix et al., 2013, 

2010; van der Pol et al., 2016). 

D’autres techniques sont capables de caractériser les microparticules 

individuellement, certaines utilisant également des techniques de diffusion de la 

lumière comme le Nanoparticle Tracking Analysis (NTA). Cette technique permet 

grâce à un microscope de quantifier les microparticules mais sa caractérisation des 

populations est limitée par un plus faible nombre de lasers (Dragovic et al., 2011). 

La microscopie à force atomique est une technique capable d’analyser la 

topographie d’une surface à l’échelle atomique. Une pointe métallique balaye la 

surface de l’échantillon renseignant sur la concentration, la taille, voire même la 

nature de sous-populations en cas de couplage à un microscope à fluorescence 

(Siedlecki et al., 1999; Yuana et al., 2010). 

1.6.2 Les tests fonctionnels 

De manière complémentaire, il existe également des techniques renseignant sur 

les capacités fonctionnelles des microparticules. Le test de génération de 

thrombine peut être adapté pour refléter leur rôle procoagulant, les 

microparticules étant alors source de phospholipides, avec ou sans facteur 

tissulaire  (Gheldof et al., 2014). Un test plus standardisé est disponible sur les 

coagulomètres utilisés en routine pour le diagnostic. Ce réactif STA®-Procoag-PPL 

dépourvu de phospholipides initie la coagulation d’un plasma dépourvu de 

plaquette, au niveau du facteur X. Le temps de formation du caillot, détecté par 

technique mécanique, devrait être dépendant des phospholipides 

microparticulaires. 

Enfin des tests combinent une étape de capture des microparticules par l’annexine 

V via la phosphatidylsérine (Zymuphen MP-Activity), ou par le facteur tissulaire 

(ZYMUPHEN™ MP-TF) via un anticorps spécifique, à une étape fonctionnelle. Les 

microparticules sélectivement capturées vont ensuite être détectées par leur 

58



capacité à générer un signal procoagulant en présence de divers facteurs : 

génération de facteur X activé, de thrombine, mise en évidence par un substrat 

fluorigène.   

1.7 Physiologie de la fibrinolyse 

La formation du caillot de fibrine suite à l’action combinée des acteurs de 

l’hémostase primaire et de la coagulation plasmatique permet d’obstruer la brèche 

vasculaire. Le saignement maitrisé, l’élimination rapide du caillot et des dépôts de 

fibrine sont essentiels dans la régulation de l’hémostase. Ce processus 

enzymatique médié par la plasmine et autorégulé est contrôlé par le système 

fibrinolytique (Figure 17). 

Figure 17 : Processus de fibrinolyse 

TAFI, thrombin-activable fibrinolysis inhibitor ; PAI, plasminogen activator 

inhibitor ; Iia, thrombine ; TM, thrombomoduline ; PDF, produit de dégradation du 

fibrinogène et de la fibrine {� ��@�<� alpha-2-antiplasmine ; t-PA, activateur 

tissulaire du plasminogène ; u-PA, urokinase. 
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1.7.1 Les facteurs profibrinolytiques 

La plasmine résulte de l’activation de son zymogène, le plasminogène. Le 

plasminogène est synthétisé par le foie avec un acide glutamique N-terminal sous 

forme de Glu-plasminogène. C’est une glycoprotéine à chaine simple de 92 kDa 

circulant à une concentration de 1,5 à 2,0 μmol/L. Il contient notamment 5 

structures homologues en triple boucles permettant une liaison spécifique à la 

fibrine via des sites de liaison aux résidus lysine et l’interaction de la plasmine avec 

l’alpha2-antiplasmine (Collen, 1980; Forsgren et al., 1987). L’activation du 

plasminogène bénéficie d’une régulation conformationnelle, le site de clivage étant 

naturellement masqué pour les activateurs. Une hydrolyse initiale de la liaison 

peptidique en Lysine77, régulée par la liaison à la fibrine, entraine la formation de 

Lys-plasminogène. Celui-ci présente une structure plus linéaire rendant le site de 

clivage plus accessible. Le Lys-plasminogène est transformé en plasmine, une 

protéase à sérine à chaine double, par clivage de liaison peptidique Arginine561 – 

Valine562. La plasmine possède une chaine lourde impliquée dans les interactions 

avec les autres acteurs du système fibrinolytique tels que la fibrine ou l’alpha2-

antiplasmine alors que la chaine légère est responsable de son activité catalytique. 

La production de plasmine par l’activateur tissulaire du plasminogène est faite in 

situ au contact du caillot par liaison à la fibrine par les résidus lysine. La fibrine 

dégradée par les premières traces de plasmine expose des résidus lysine 

supplémentaires et concentre localement les principaux acteurs du système 

fibrinolytique. En effet, la fibrine fournit une surface avec laquelle le plasminogène 

et son activateur forment un complexe ternaire cyclique amplifiant l’action de 

l’activateur tissulaire du plasminogène. Elle est protégée de l’action de l’alpha2-

antiplasmine (Hoylaerts et al., 1982; Law et al., 2012; Longstaff and Kolev, 2015; 

Medved and Nieuwenhuizen, 2003). 

Le tPA, l’activateur tissulaire du plasminogène est le principal activateur du 

plasminogène. C’est une protéase à sérine synthétisée par les cellules 

endothéliales et sécrétée dans la circulation de manière continue ou libérée sous 

l’influence de divers stimuli tels que la thrombine, la bradykinine ou de contraintes 

de cisaillement (Angles-Cano et al., 1985; Kawai et al., 1996; van den Eijnden-

Schrauwen et al., 1995). Il est initialement formé d’une chaine de 527 acides 

aminés d’une masse moléculaire d’environ 70 kDa mais l’hydrolyse par la plasmine 

de la liaison peptidique en arginine275 – isoleucine276 forme une double chaine 
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reliée par un pont disulfure (Hajjar, 2003; Pennica et al., 1983). Sa structure forme 

plusieurs domaines : (i) un domaine « finger » analogue à celui de la fibronectine 

responsable de l’affinité pour la fibrine ; (ii) un domaine analogue à l’EGF qui 

participerait aux actions non protéolytiques de l’activateur tissulaire du 

plasminogène, tel qu’un effet anti-apoptotique (Correa et al., 2011) ; (iii) deux 

structures en triple boucles présentant une homologie avec celle du plasminogène, 

responsables de l’affinité pour la fibrine (Ichinose et al., 1986) ; (iv) le site 

catalytique responsable de la transformation du plasminogène en plasmine. 

L’activateur du plasminogène de type urokinase participe également à l’activation 

du plasminogène. Il est synthétisé par le rein, les cellules musculaires lisses, les 

cellules épithéliales, les fibroblastes et les monocytes sous forme de pro-urokinase 

à chaine unique de 54 kDa (Roychoudhury et al., 2006). Sa structure présente 

plusieurs domaines : (i) un domaine analogue à l’EGF, (ii) une structure en triple 

boucles similaire à celles du plasminogène et de l’activateur tissulaire du 

plasminogène hormis l’absence de site de fixation aux lysines induisant l’absence 

de liaison à la fibrine, et (iii) le site catalytique. La forme active, l’urokinase, 

constituée de 2 chaines polypeptidiques reliées par un pont disulfure, est formée 

par clivage de la liaison peptidique en lysine158 – isoleucine159 par la plasmine 

ou la kallicréine (Cesarman-Maus and Hajjar, 2005; Kasai et al., 1985; Stump et 

al., 1986).  

1.7.2 Les inhibiteurs physiologiques de la fibrinolyse 

Les acteurs profibrinolytiques sont finement régulés par la présence d’inhibiteurs, 

présents aux différentes phases du processus. 

L’alpha2-antiplasmine, le principal inhibiteur physiologique de la plasmine, est une 

protéase à sérine synthétisée par le foie sous forme d’une glycoprotéine à chaine 

simple d’un poids moléculaire de 70 kDa (Holmes et al., 1987). Environ 30% de 

l’alpha2-antiplasmine circule sous une forme tronquée de 26 acides aminés en 

partie C-terminale de la chaine entrainant une inhibition moindre de la plasmine. 

Elle forme initialement un complexe réversible avec la plasmine puis une liaison 

covalente est formée entre le site réactif en arginine376 – méthionine377 et le site 

actif de la plasmine qui perd ainsi son activité protéolytique (Aoki, 2005). L’alpha2-

antiplasmine inhibe uniquement la plasmine circulante du fait de la nécessité d’une 

liaison covalente aux sites lysines des structures en triple boucles de la plasmine. 
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La plasmine liée au fibrinogène est protégée car les sites de fixation sont déjà 

occupés. Par ce mécanisme, L’alpha2-antiplasmine limite l’extension du processus 

fibrinolytique (Aoki, 2005; Carpenter and Mathew, 2008; Schaller and Gerber, 

2011; Wiman and Collen, 1979). 

Une phase d’inhibition existe également au niveau des activateurs du 

plasminogène, l’action du tPA et de l’urokinase étant contrôlée par les inhibiteurs 

des activateurs du plasminogène (PAI). Le PAI-1, est une protéase à sérine à 

simple chaine d’environ 50 kDa synthétisée par les cellules endothéliales 

vasculaires, le tissu adipeux, le foie, les cellules musculaires lisses et les 

fibroblastes (Crandall et al., 1999; Knittel et al., 1996). Le PAI-1 est sécrété en 

réponse à divers stimuli notamment inflammatoires, incluant des cytokines,  

lipoprotéines ou facteurs de croissance (Hajjar, 2003). Il est également présent 

dans les plaquettes et circule dans le plasma sous forme active et complexée à la 

vitronectine (Declerck et al., 1988). Il existe 2 autres formes, inactive et latente. 

Le PAI-1 régule la fibrinolyse en inhibant rapidement le tPA et l’urokinase en 

agissant, lui aussi, comme substrat « piège » de ces molécules via la liaison 

peptidique arginine346 – méthionine347 de son site réactif (Binder et al., 2002). 

Il existe également un deuxième inhibiteur des activateurs du plasminogène, le 

PAI-2 dont l’action sur l’urokinase est prédominante (Kruithof, 1988). 

Le TAFI (Thrombin-activable fibrinolysis inhibitor) est synthétisé sous forme de 

pré-pro-enzyme par le foie et les mégacaryocytes. Il est secrété dans la circulation 

sous une forme de pro-carboxypeptidase possédant un domaine catalytique et un 

peptide d’activation en région N-terminale. Une fraction contenue dans les 

granules plaquettaires alpha est libérée lors de l’activation plaquettaire. 

L’activation du TAFI en TAFI activé est réalisée par clivage du peptide d’activation 

en ariginine92 par la thrombine (Bajzar et al., 1995). Cette réaction est 

potentialisée quand la thrombine forme un complexe avec la thrombomoduline 

(Nesheim and Bajzar, 2005). La plasmine serait également capable d’activer le 

TAFI, dont la localisation au niveau du caillot permettrait de prévenir une 

fibrinolyse prématurée. Le TAFI activé exerce son activité anti-fibrinolytique en 

clivant les résidus lysine du fibrinogène limitant les possibilités de fixation du 

plasminogène au niveau du caillot et donc la formation de plasmine (Foley et al., 

2013; Mutch et al., 2003). 
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1.8 Exploration de la fibrinolyse  

Le développement de techniques d’évaluation de la fibrinolyse est moins avancé 

que pour les autres étapes de l’hémostase. Les outils nécessaires au diagnostic 

sont donc moins implantés dans les laboratoires d’analyses et essentiellement 

dévolus à la recherche. C’est néanmoins un enjeu majeur tant l’hypofibrinolyse 

que l’hyperfibrinolyse peuvent constituer des facteurs de risque de thrombose ou 

d’hémorragie (Longstaff, 2018). Si la plupart des acteurs de la fibrinolyse sont 

aujourd’hui quantifiables isolément, que ce soit en termes d’activité spécifique ou 

de dosage pondéral, aucun test global ne s’est imposé. Les principaux écueils 

résident dans la faible capacité fibrinolytique du sang à l’état basal engendrant des 

temps d’analyse inadaptés à la pratique courante ou nécessitant de modifier le 

système par ajout de tPA ou suppression des inhibiteurs. Par ailleurs les conditions 

pré-analytiques sont exigeantes du fait de l’action rapide du PAI-1 dans le 

prélèvement. Enfin, l’étude sur plasma occulte la composante fibrinolytique 

cellulaire. 

Les tests globaux d’exploration s’articulent autour de la mesure du temps de lyse 

des euglobulines et la mesure du temps de lyse d’un caillot en sang total ou 

plasmatique, chacun ayant des avantages propres mais aucun ne constituant un 

véritable « gold standard ». Ces derniers sont peu sensibles, la durée de 

disparition du caillot durant plusieurs heures les rend inappropriés aux situations 

d’urgence. Ils explorent le fibrinogène, les molécules profibrinolytiques comme le 

tPA et le plasminogène et les inhibiteurs du processus.  

L’étude globale de la fibrinolyse sur plasma peut être réalisée par des méthodes 

turbidimétriques reflétant la formation du caillot de fibrine (initiée par la thrombine 

ou le facteur tissulaire en présence de phospholipides et de calcium). La lyse est 

objectivée dans des conditions analytiques similaires mais avec ajout de tPA 

exogène. Les 2 courbes ainsi générées permettent de déterminer le potentiel 

fibrinolytique global et le temps de demi-lyse (He et al., 1999). Cette démarche a 

été appliquée à des conditions hypercoagulables et hyperfibrinolytiques et une 

standardisation du protocole a été proposée sous l’égide de l’ISTH (International 

Society on Thrombosis and Haemostasis) (Pieters et al., 2018). 
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D’autres techniques associant la mesure de la génération de thrombine à celle de 

la génération de plasmine sont évaluées (Valke et al., 2020; van Geffen et al., 

2011). 

Néanmoins, l’étude sur plasma présente plusieurs inconvénients, notamment du 

fait de l’absence de cellule rendant le processus in vitro moins physiologique. En 

effet, la composante cellulaire permet la formation d’un caillot plus dense, moins 

accessible à la lyse par la plasmine notamment grâce aux globules rouges (Wohner 

et al., 2011). Les plaquettes ont également la capacité de moduler le processus 

par relargage d’inhibiteurs tels que le TAFI et le PAI-1 permettant la croissance 

locale du caillot ou favorisant l’activation du plasminogène par la phase contact via 

le polyphosphate plaquettaire (Carrieri et al., 2011; Mitchell et al., 2016). Les 

leucocytes quant à eux ont des propriétés profibrinolytiques à travers l’expression 

de récepteurs à la fois au plasminogène potentialisant son activation et également 

aux activateurs tels que l’urokinase. Par ailleurs des enzymes telles que l’élastase 

issues des polynucléaires neutrophiles sont capables d’inhiber le PAI-1 et l’alpha2-

antiplasmine (Ilich et al., 2017).  

La thromboélastographie qui repose sur la mise en évidence des propriétés 

viscoélastiques du caillot en sang total peut être une alternative plus rapide et 

adaptée aux situations d’urgence en biologie délocalisée pour la gestion 

notamment des hémorragies durant les chirurgies. Néanmoins, son intérêt dans la 

pratique clinique tant dans l’hyperfibrinolyse que dans l’hypofibrinolyse est encore 

débattue (Lampridou et al., 2020) et des efforts de standardisation sont 

nécessaires (Chitlur et al., 2011; Gall et al., 2017). 

Enfin des techniques plus récentes émergent telles que la détermination de la 

capacité fibrinolytique globale sur sang total développée par Rijken et coll. (Rijken 

et al., 2008). Cette méthode, sensible notamment au taux de tPA, PAI-1 ou 

fibrinogène, mesure le taux de produit de dégradation de la fibrine dans le 

surnageant collecté après formation rapide d’un caillot par la thrombine. 

L’hémostase à travers la rupture de son homéostasie est étroitement liée à la 

physiopathologie de nombreuses maladies non transmissibles telles que les 

maladies cardiovasculaires (Khodadi, 2020; Lebas et al., 2019; Lowe and Rumley, 

2014; McGinn et al., 2016). Parallèlement, les évidences s’accumulent sur la 

relation entre l’alimentation, la santé et notamment la santé cardiovasculaire à 
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travers des effets antioxydants, sur la pression sanguine, les lipides (Grao-Cruces 

et al., 2021, p.; Lebas et al., 2019; Mullins and Arjmandi, 2021; Naveed et al., 

2020) ainsi que sur les différentes étapes de l’hémostase (Pieters and de Maat, 

2015; Rajaram, 2003).  

2. L’épicatéchine

2.1 Classification et structure

Les polyphénols sont très largement répandus dans le règne végétal. Ils 

proviennent du métabolisme secondaire des végétaux et ils sont synthétisés par 

la plantes en réponse à un stress biotique ou abiotique (Figure 18).  

Figure 18 : Classification des polyphénols 

D’après Jimenez-Del-Rio M. and Velez-Pardo C (2015). Natural Compounds as 

Therapeutic Agents for Amyloidogenic Diseases. Advances in Experimental 

Medicine and Biology. Vassallo, N. (Ed.). 
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Ils comprennent une grande diversité de molécules structurellement distinctes, ce 

qui permet de les répartir en plusieurs familles dont celles des acides phénoliques 

et des flavonoïdes. Ils représentent près de la moitié des apports alimentaires. Du 

fait de leur distribution dans les aliments et du nombre croissant de données 

épidémiologiques, cliniques et expérimentales rapportant des effets bénéfiques sur 

la santé, un intérêt tout particulier est porté aux flavonoïdes. D’un point de vue 

structural, les flavonoïdes présentent un squelette de base à 15 atomes de carbone 

C6-C3-C6 de structure phénylbenzopyrane. La position de la liaison entre le 

groupement benzopyrane et le cycle aromatique permet d’identifier 3 classes : les 

flavonoïdes (2-phénylbenzopyrane), les isoflavonoïdes (3-phénylbenzopyrane) et 

les néoflavonoïdes (4-phénylbenzopyrane) (Figure 19).  

Figure 19 : Les différentes classes de flavonoïdes 

Les flavanols, également appelés flavan-3-ols à cause de la position d'un groupe 

hydroxyle en position 3 du cycle C, sont la forme la plus réduite des flavonoïdes. 

Chimiquement, ils diffèrent entre eux par leur stéréochimie, le degré 

d'hydroxylation du cycle C ainsi que le nombre de groupes. 
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Les flavonoïdes sont ensuite divisés en différentes sous-classes selon le degré 

d’oxydation et de saturation du cycle pyrane. On distingue ainsi principalement les 

flavones qui possèdent une double liaison en position 2-3 du cycle pyrane, les 

flavonols qui présentent en plus un groupement hydroxyle en position 3 ou encore 

les flavanols qui n’ont plus de fonction cétone en position 4 du cycle pyrane mais 

arborent une ou plusieurs fonctions hydroxyles en position 3 ou 4 du cycle. 

Les flavan-3-ols, qui possèdent deux substitutions hydroxyles en position 5 et 7 

du premier cycle benzène (A) et en position 4 et 5 du second cycle benzène (B), 

constituent l’une des classes les plus répandues et les plus abondantes de 

flavonoïdes. Les molécules de flavan-3-ols monomères, aussi appelées catéchines, 

comprennent quatre stéréoisomères en raison de la présence de 2 carbones 

asymétriques, les principaux étant la (+)-catéchine en configuration trans et la (-

)-épicatéchine en configuration cis (Figure 20).  

Figure 20 : Les différentes catéchines 
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Les flavonols sous forme polymérique forment les proanthocyanidines encore 

appelés tanins condensés, très abondants dans certains végétaux et leur conférant 

leurs propriétés astringentes. Les proanthocyanidines sont principalement 

constituées des procyanidines, dont les maillons sont la catéchine et l’épicatéchine, 

et des prodelphinidines formées de gallocatéchine et d’épigallocatéchine. Les 

dérivés galliques de l’épicatéchine sont par ailleurs les polyphénols les plus 

abondants du thé vert et supportent l’activité bénéfique  (Almatroodi et al., 2020; 

Aron and Kennedy, 2008; Grotewold, 2008; Rauf et al., 2019). 

2.2 Flavan-3-ols : aliments sources et niveau de consommation 

Les flavan-3-ols sont ubiquitaires, présents dans la grande majorité des fruits et 

légumes, y compris les jus, et dans certaines céréales, l’épicatéchine étant souvent 

la molécule prépondérante. L’épicatéchine est un des monomères de catéchine, 

composé hydrosoluble régulièrement retrouvé dans le thé, la pomme, les fèves de 

cacao ou le raisin devant la catéchine et la procyanidine B2 (de Pascual-Teresa et 

al., 2010; Gu et al., 2004; Prior and Gu, 2005). De nombreux facteurs sont 

susceptibles de faire varier la teneur en épicatéchine des aliments et in fine 

d’affecter leurs propriétés biologiques, parmi lesquels on retrouve le type de 

transformation et le mode de consommation des aliments. Une épimérisation de 

la (-)-épicatéchine en (-)-catéchine peut survenir en cas de forte température 

(Payne et al., 2010). Les différents processus de fabrication du thé noir incluant 

notamment la fermentation engendrent une diminution importante de la teneur en 

épicatéchine (Lee et al., 2014). Généralement les taux en flavan-3-ols sont plus 

élevés dans les végétaux frais que dans les fruits secs ou cuits (Sanches Silva et 

al., 2020). D’autres facteurs peuvent affecter les teneurs en catéchines, comme 

les conditions de pH et températures de stockage, la maturité, la variété (Aron and 

Kennedy, 2008).  

Comme pour les autres polyphénols, les niveaux de consommation en flavan-3-ols  

varient selon le type d’alimentation et les préférences alimentaires mais on estime 

la consommation totale de flavan-3-ols, incluant les formes monomériques et 

polymériques, entre 0,1 et 0,5 gramme par jour (de Pascual-Teresa et al., 2010; 

Vogiatzoglou et al., 2015). Dans la population française, la cohorte SU.VI.MAX a 

estimé que la consommation en proanthocyanidines s’élevait à plus de 0,2 gramme 

68



quotidiennement et celle des catéchines à 0,1 gramme (Pérez-Jiménez et al., 

2011). 

2.3 Biodisponibilité et métabolisme 

A l’exception des monomères de flavan3-ols, la plupart des flavonoïdes ne sont 

pas présents sous forme libre dans les aliments (forme aglycone) mais le plus 

souvent ils sont liés à des sucres (formes glucosides ou glycosides) ou bien entre 

eux pour donner des polymères (proanthocyanidines). La nature des formes 

ingérées conditionne le devenir des flavonoïdes dans la sphère intestinale, qu’il 

s’agisse des sites ou de l’efficacité d’absorption (Williamson et al., 2018). Les 

aglycones et les glucosides sont absorbés dans les parties hautes de l’intestin, 

tandis que les formes glycosides doivent atteindre le colon pour être hydrolysées 

en aglycone par les activités du microbiote intestinal avant d’être absorbées (Rios 

et al., 2002) (Figure 21). Ainsi dans le cas des flavan-3-ols, l’absorption des 

catéchines monomères (aglycone) qui ne nécessite pas d’hydrolyse préliminaire 

peut se faire directement au niveau de l’intestin grêle (Scalbert et al., 2002). Par 

contre, les proanthocyanidines (structure polymérique) s’accumulent au niveau du 

colon avant d’être éliminées. En effet, le microbiote intestinal ne possédant pas 

d’activités enzymatiques capables de les dépolymériser, les proanthocyanidines ne 

sont pas absorbées. Une autre particularité des polyphénols est d’être reconnus 

par l’organisme comme des xénobiotiques, ce qui implique que les molécules 

absorbées subissent au niveau des cellules intestinales puis hépatiques des 

conversions par des enzymes de conjugaison de phase II. In fine, ces réactions 

libèrent des métabolites glucuronidés, sulfatés et/ou méthylés qui sont ceux 

présents dans la circulation et qui atteignent les tissus (Figure 21) (Morand et al., 

2000).   
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Figure 21 : Représentation schématique de l’absorption et du 

métabolisme des polyphénols. 

Lors des premières investigations sur la biodisponibilité de l’épicatéchine, à la fin 

du 20ème siècle, la compréhension de la pharmacocinétique des flavan-3-ols était 

limitée avec notamment une méconnaissance des métabolites circulants chez 

l’homme. Pour circonvenir cette limitation, les protocoles de quantification 

prévoyaient de dégrader les conjugués glucuronide et sulfate présents dans les 

fluides biologiques étudiés par un traitement glucuronidase/sulfatase afin de 

libérer l’épicatéchine avant de la doser par chromatographie liquide haute 

performance couplée à une détection coulométrique. Rein et coll. montraient 

qu’après consommation de chocolat noir riche en procyanidines contenant 137 mg 

d’épicatéchine la concentration plasmatique s’élevait à 260 nmol/L à 2 heures 

(Rein et al., 2000a). Des résultats similaires étaient retrouvés sur l’épicatéchine 
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du thé (Lee et al., 1995). Ces procédés présentaient 2 inconvénients majeurs, 

l’impossibilité d’identifier les différents types de conjugués présents dans la 

circulation et une sous-estimation de la biodisponibilité de l’épicatéchine, les 

enzymes n’étant pas capables de dégrader tous les métabolites et notamment les 

dérivés méthylés (Borges et al., 2018). 

Les connaissances sur la pharmacocinétique des flavan-3-ols ont progressé ces 

dernières années avec l’amélioration des techniques de détection et notamment la 

démocratisation de la spectrométrie de masse haute résolution couplée à la 

chromatographie liquide haute performance (Pereira-Caro et al., 2017). Cela a 

notamment permis la réalisation d’études sur la biodisponibilité de l’épicatéchine 

sans utiliser de glucuronidase/sulfatase et ainsi d’identifier ses principaux 

métabolites in vivo qui étaient l’épicatéchine-O-sulfate, l’O-méthyl-épicatéchine-

O-sulfate et l’épicatéchine-O-glucuronide (Crozier et al., 2010; Mullen et al., 2009;

Stalmach et al., 2009). Plusieurs limitations persistaient néanmoins, notamment

la méconnaissance de la structure complète des métabolites, qui pouvait

engendrer une quantification approximative en raison de l’absence de véritable

référence. En effet, il est aujourd’hui connu que le métabolisme de l’épicatéchine

peut engendrer les SREM (structurally related epicatechin metabolites) où le noyau

flavanol est préservé et aussi des métabolites ayant une fission de l’anneau,

qualifiés de RFM (ring fission metabolites), provenant du catabolisme par le

microbiote intestinal (Ottaviani et al., 2012). Le développement de standards de

synthèse relatifs à ces différents métabolites a également permis de surmonter

ces limitations et de proposer au final des techniques précises et sélectives pour

la quantification des métabolites de l’épicatéchine (Borges et al., 2018).

Les premières études utilisant cette méthodologie datent de 2012. Actis-Goretta 

et coll. montrent qu’après ingestion de chocolat noir contenant notamment 79 mg 

d’épicatéchine les métabolites les plus abondants dans la circulation sanguine sont 

l’(-)épicatéchine-3’-"-D-glucuronide, l’(-)-épicatéchine 3’ sulfate et la 3’-O-

methyl-(-)-épicatéchine 5-sulfate. Le pic d’absorption se situe à 3 heures après 

l’ingestion aux concentrations respectives de 290 nmol/L, 233 nmol/L et 153 

nmol/L. Les métabolites de l’épicatéchine excrétés dans les urines sont retrouvés 

à hauteur de 58 μmoles, ce qui représente environ 20% de l’épicatéchine ingérée 

(Actis-Goretta et al., 2012). Natsume et coll. ont montré que l’un des principaux 

métabolites retrouvé était l’(-)épicatéchine-3’-"-D-glucuronide (Natsume et al., 
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2003). D’autres études, concordantes, montrent qu’une consommation d’une 

boisson chocolatée contenant 138 mg d’épicatéchine engendre également comme 

principaux métabolites l’(-)épicatéchine-3’-"-D-glucuronide, l’(-)-épicatéchine 3’ 

sulfate avec une concentration maximale de 589 nmol/L et 331 nmol/L 

respectivement, 2 heures après l’ingestion (Ostertag et al., 2013). De plus, des 4 

stéréoisomères l’(-)-épicatéchine apparait comme celui ayant la meilleure 

biodisponibilité (Ottaviani et al., 2011). En effet, les mêmes auteurs démontrent 

l’importance de la configuration stéréochimique, les concentrations plasmatiques 

de l’épicatéchine-3’-"-D-glucuronide et de l’épicatéchine 3’ sulfate étant 

respectivement 25 et 4 fois plus élevées pour l’(-)-épicatéchine que pour l’(+)-

épicatéchine (Ottaviani et al., 2012).  

La même équipe a montré en 2016 après ingestion de 60 mg d’épicatéchine 

radiomarquée que le profil plasmatique est biphasique avec une concentration 

maximale à 1 heure et un second pic à 6 heures, avec respectivement 1200 nmol/L 

et 950 nmol/L (Ottaviani et al., 2016). L’absorption de l’épicatéchine représente 

moins de 2% de l’épicatéchine ingérée et on observe une disparition à 72 heures 

de la circulation. L’élimination s’effectue à 85% dans l’urine, 10% dans les fèces, 

indiquant que la déposition dans les tissus représente moins de 5%. En témoignant 

d’une absence de stockage dans les tissus, ce résultat suggère que seule une 

consommation régulière d’épicatéchine peut permettre le maintien des taux 

circulants. L’analyse des métabolites confirme que les principaux métabolites 

retrouvés dans la circulation sont l’(-)épicatéchine-3’-"-D-glucuronide, l’(-)-

épicatéchine 3’ sulfate et la 3’-O-methyl-(-)-épicatéchine 5-sulfate. Ces SREM 

constituent la majeure partie de l’épicatéchine retrouvée au pic à 1 heure et ont 

disparu à 8 heures indiquant une absorption par le duodénum. Les RFM 

(métabolites d’épicatéchine issus de l’activité du microbiote) ont une 

pharmacocinétique différente avec un pic à 6 heures et une demi-vie plus longue 

de l’ordre de 6 heures (Clifford et al., 2013; Ottaviani et al., 2016) (Figure 22). 

Par ailleurs, selon la capacité d’absorption du tractus gastro-intestinal les 

concentrations plasmatiques en métabolites de l’épicatéchine sont variables, la 

variabilité interindividuelle pouvant conduire à des taux circulants allant du simple 

au double (Borges et al., 2018; Rodriguez-Mateos et al., 2015). 
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Figure 22 : Principaux métabolites retrouvés dans la circulation après 

ingestion d’épicatéchine. 

D’après Ottaviani, J. I., Borges, G., Momma, T. Y., Spencer, J. P. E., Keen, C. L., 

Crozier, A., & Schroeter, H. (2016). The metabolome of [2-�������-epicatechin 

in humans: implications for the assessment of efficacy, safety and mechanisms 

of action of polyphenolic bioactives. Scientific Reports. 
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2.4 Propriétés biologiques 

Les relations entre les maladies chroniques non transmissibles et l’alimentation ont 

été largement étudiées que ce soit dans le champ des cancers, des maladies 

cardiovasculaires ou encore du diabète (Lim et al., 2012; Micha et al., 2017). Une 

alimentation déséquilibrée surpasse tous les autres facteurs de risque à l’échelle 

mondiale (GBD 2013 Mortality and Causes of Death Collaborators, 2015; GBD 

2015 Risk Factors Collaborators, 2016). Parmi les facteurs de risque liés à 

l’alimentation, on retrouve notamment la faible consommation en fruits, légumes, 

noix et graines (“Health effects of dietary risks in 195 countries, 1990–2017,” 

2019). 

Il y a eu depuis les années 1990 un intérêt croissant pour les flavonoïdes et leurs 

effets bénéfiques pour la santé, à travers des études épidémiologiques, 

notamment dans la mortalité cardiovasculaire (Hertog et al., 1993) ou le cancer 

(Hertog et al., 1994). Les données épidémiologiques se sont accumulées depuis et 

le rôle bénéfique des flavonoïdes a été confirmé (Arts and Hollman, 2005; Graf et 

al., 2005; Rodriguez-Mateos et al., 2014). Liu et coll. montrent dans une méta-

analyse récente que, toutes causes confondues, la mortalité est plus faible chez 

les sujets consommant beaucoup de flavonoïdes (Liu et al., 2017). Ces derniers 

sont également associés à une diminution du risque cardiovasculaire avec 

notamment un risque relatif d’environ 0,90 pour les flavan-3-ols et 

proanthocyanidines (Wang et al., 2014). Ces données sont confirmées par 

Bondonno et coll. qui montrent que l’effet bénéfique des flavonoïdes sur la 

mortalité (globale, cardiovasculaire ou liée aux cancers) est dépendant des apports 

journaliers avec un plateau à partir de 500 mg par jour. (Bondonno et al., 2019). 

Enfin d’autres études ont pu démontrer qu’un apport élevé en flavonoïdes, y 

compris en flavan-3-ols, diminuait le risque de développer un diabète de type 2 

(Xu et al., 2018) et avait un effet potentiellement bénéfique au niveau 

neurologique (Pontifex et al., 2021; Vauzour, 2017) .  

Le stress oxydatif et l’inflammation, sont étroitement liés à la physiopathologie de 

ces maladies non transmissibles, menant notamment à l’oxydation des lipides et 

protéines, et à l’altération de l’ADN (Esser et al., 2014; Seyedsadjadi and Grant, 

2020; Yang et al., 2020). L’épicatéchine est capable de réguler plusieurs 

mécanismes impliqués dans l’inflammation tels que la voie de signalisation de TNF-

alpha et NF-�[� (Bettaieb et al., 2014; Vazquez-Prieto et al., 2012), la 
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cyclooxygénase 2, l’interleukine-|"�(Lin et al., 2013), l’interleukine-6 (Prince et 

al., 2017). L’épicatéchine est également capable de diminuer le stress oxydatif par 

diverses propriétés (Fraga et al., 2018; Higdon and Frei, 2003). In vitro, elle a une 

action antioxydante directe sur les espèces réactives de l’oxygène en donnant 2 

électrons et se transformant en quinone (-)-épicatéchine (Qu et al., 2020, p. 

20520; Zhang et al., 2018). L’épicatéchine augmente parallèlement la production 

de glutathion dans certains tissus, qui intervient dans le maintien du potentiel 

redox, et réduit la production d’espèces réactives de l’oxygène (Bahia et al., 2008; 

Simos et al., 2012). Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2 related factor) est un facteur 

de transcription clé dans la réponse antioxydante, l’inflammation ou l’apoptose. 

L’épicatéchine est un régulateur des voies de signalisation impliquant Nrf2 (Fraga 

and Oteiza, 2011; Talebi et al., 2021). L’épicatéchine est aussi impliquée dans la 

régulation de l’oxyde nitrique synthétisé par la NO synthétase qui est elle-même 

modulée par la NADPH (Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) oxydase. 

Elle inhibe l’activité de la NADPH oxydase, restaure la biodisponibilité de l’oxyde 

nitrique et diminue le stress oxydant (Lassègue et al., 2012; Prince et al., 2019). 

L’impact bénéfique de l’épicatéchine réside également dans sa capacité à favoriser 

la reprogrammation épigénétique de la signalisation cellulaire et contrôler 

l’inflammation systémique (Milenkovic et al., 2020). 

Les études cliniques ont montré que l’épicatéchine participe à la modulation des 

fonctions cardiovasculaires (Di Lorenzo et al., 2021) avec notamment une 

amélioration de la fonction endothéliale (flow-mediated dilation, FMD), (Parmenter 

et al., 2020) ou une diminution de la pression artérielle  (Dower et al., 2016b, 

2016a; Engler et al., 2004; Ried et al., 2012; Taubert et al., 2007). L’épicatéchine 

est également connue pour améliorer les performances des muscles squelettiques 

(Li et al., 2020; Si et al., 2019), joue un rôle bénéfique dans la prévention du 

diabète de type 2, les cancers ou les atteintes neurologiques (Bernatova, 2018; 

Qu et al., 2020). 

2.5 Rôles sur l’hémostase 

Les effets bénéfiques de l’épicatéchine dans de nombreux champs d’investigations 

ont été bien documentés y compris dans l’aire des maladies cardiovasculaires. Le 

système hémostatique joue un rôle clé dans de nombreux processus pathologiques 

tels que le potentiel thrombogène de la plaque athéromateuse (Ajjan and Grant, 

2006; Allman-Farinelli and Dawson, 2005; Fuster et al., 2005). Néanmoins l’impact 
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de l’épicatéchine sur le versant hémostase qui participe à la pathogénicité de ses 

pathologies est encore peu étudié.  

2.5.1 Impact de l’épicatéchine sur l’hémostase primaire 

Parmi les trois étapes classiques de l’hémostase, avec la coagulation et la 

fibrinolyse, l’hémostase primaire est la plus largement étudiée. Les premières 

études datent de la fin du 20ème siècle. Les méthodologies disparates rendent 

compliquées une comparaison des résultats. En effet, si le « gold standard » pour 

l’exploration des fonctions plaquettaires semble être le test d’agrégation 

plaquettaire, d’autres techniques telles que la cytométrie en flux ou la mesure du 

temps d’occlusion plaquettaire ont été utilisées. Il existe au sein même de ces 

techniques des protocoles différents en ce qui concerne la matrice utilisée, les 

agonistes plaquettaires ou leurs concentrations. On distingue par ailleurs les 

études in vitro employant de l’épicatéchine, pure ou au sein d’un mélange de 

flavan-3-ols, des études ex vivo employant elles aussi ces différents types de 

méthodologies. Toutes ont pu montrer globalement un impact de l’épicatéchine 

sur l’hémostase primaire bien que parfois les résultats puissent être discordants. 

Neiva et coll. ont montré que l’ajout in vitro d’épicatéchine à un plasma riche en 

plaquettes ajusté à 250 G/L avec du plasma pauvre en plaquettes autologue 

diminuait l’agrégation plaquettaire maximale induite par l’ADP (3 μM), l’acide 

arachidonique (300 μM) et l’épinéphrine (6 μM) à partir d’une concentration de 

170 μmol/L (Neiva et al., 1999). 100 μM d’épicatéchine inhibait l’agrégation 

plaquettaire sur sang total induite par le collagène (Heptinstall et al., 2006) tandis 

que 150 μM et 1000 μM d’épicatéchine n’interféraient pas sur l’agrégation de 

plaquettes lavées, induite par la thrombine (2,4 nM) (M. Bijak et al., 2014a) 

L’activation de la glycoprotéine plaquettaire IIb-IIIa sur sang total en réponse à 

l’ADP et l’épinéphrine (20 μM) est inhibée 2 heures et 6 heures après la 

consommation de boissons chocolatées enrichies en épicatéchine associée pour 

l’ADP à une diminution de l’expression de la sélectine P (Rein et al., 2000b, 2000c). 

La même équipe publie néanmoins des résultats partiellement différents avec une 

méthodologie similaire (Pearson et al., 2002). Une consommation de purée de 

pommes enrichie en épicatéchine a elle engendré une diminution de la réactivité 

plaquettaire mesurée par l’expression de la glycoprotéine IIIa et de la sélectine P 

(Gasper et al., 2014). Kang et coll. confirment sur un mélange de catéchines (dont 
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l’épicatéchine) issues de thé vert l’inhibition de l’activation de la glycoprotéine 

plaquettaire IIb-IIIa par l’ADP par un mécanisme indirect limitant l’accroissement 

du calcium intraplaquettaire. Ils montrent également que l’agrégation plaquettaire 

induite par le collagène (50 μg/mL) et la thrombine (0.5 U/mL) en plus de l’ADP 

est diminuée, sur une suspension de plaquettes lavées (Kang et al., 2001). Par 

ailleurs, la consommation de chocolat noir ou l’épicatéchine (in vitro) sont capables 

de réduire le recrutement plaquettaire induit par le collagène (6 μg/mL) (Carnevale 

et al., 2012). Les travaux de Innes et coll. sur un plasma riche en plaquettes sont 

partiellement discordants. Ils montrent que le chocolat noir inhibe à 4 heures post-

ingestion l’agrégation induite par le collagène mais pas par l’ADP à 0.5, 1 ou 2 μM 

(Innes et al., 2003). D’autres sources importantes d’épicatéchine telles que les 

extraits d’Aronia melanocarpa sont capables d’inhiber de manière dose dépendante 

l’agrégation plaquettaire induite par la thrombine (Bijak et al., 2013). La matrice 

au sein de laquelle se trouve l’épicatéchine joue un rôle important, les effets sur 

la fonction vasculaire notamment pouvant être différents si les sujets ingèrent du 

chocolat ou de l’épicatéchine pure (Dower et al., 2016b). 

Ces données sont confirmées par d’autres études utilisant d’autres techniques 

telles que la mesure du temps d’occlusion plaquettaire à l’ADP et à l’épinéphrine, 

tous deux pouvant être allongés après l’ingestion de chocolat contenant de 

l’épicatéchine, que ce soit en prise aigue ou après une consommation au long cours 

(Bordeaux et al., 2007; Holt et al., 2002; Montagnana et al., 2018; Ostertag et 

al., 2010; Pearson et al., 2002).  

L’impact d’une consommation régulière sur 4 semaines d’épicatéchine à faible dose 

a été étudié. Au terme de l’étude la concentration d’épicatéchine avait doublé 

passant de 64 nmol/L à 116 nmol/L. Une diminution de l’agrégation plaquettaire 

sur sang total induite par l’ADP (8 μM) et le collagène (2 μg/mL) a été mise en 

évidence au contraire de l’acide arachidonique (1 mM). Il était également observé 

une diminution de l’expression de la sélectine P en réponse à l’ADP (Heptinstall et 

al., 2006; Murphy et al., 2003). 

Au final, en dépit des différentes techniques utilisées et des méthodologies 

disparates au sein de celles-ci, il apparait que les flavan-3-ols et notamment 

l’épicatéchine sont capables de moduler l’hémostase primaire. Cependant, le rôle 

spécifique de ces composés mérite d’être approfondi ainsi que les mécanismes mis 

en jeu, notamment les voies d’activation plaquettaire initiées par les différents 
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agonistes. Ces données sont parfois encore discordantes dans la littérature, 

probablement du fait de la variabilité des méthodologies. Il apparait nécessaire 

d’explorer l’hémostase primaire avec le test encore considéré comme le gold 

standard, l’agrégation plaquettaire aux agonistes en utilisant une méthodologie 

standardisée (Cattaneo et al., 2013). 

2.5.2 Impact de l’épicatéchine sur la coagulation plasmatique 

Les études menées depuis plusieurs années ont prouvé que les extraits de plantes 

avaient non seulement des propriétés antiplaquettaires mais aussi anticoagulantes 

(Chua and Koh, 2006). Certains polyphénols notamment, semblent posséder une 

activité inhibitrice dirigée contre les protéases à sérine qui constituent la majorité 

des enzymes de la coagulation (Massimiliano Cuccioloni et al., 2009).  

Les extraits riches en polyphénols contenant de l’épicatéchine tels que ceux issus 

des pépins de raisin ou d’Aronia melanocarpa étaient capables in vitro et de 

manière dose dépendante d’allonger le temps de céphaline avec activateur, le 

temps de Quick et le temps de thrombine. La vélocité de la thrombine (5 nM) dans 

la polymérisation de la fibrine était diminuée tout comme l’activité amidolytique 

de la thrombine (7,5 nM) (Bijak et al., 2011; Sikora et al., 2014).  

La même équipe mettait en évidence que l’épicatéchine pure causait une inhibition 

de l’activité amidolytique de la thrombine (15.8 nM), la concentration nécessaire 

pour inhiber la thrombine à 50% étant de 150 μM. A l’inverse, l’épicatéchine 

n’impactait pas la vélocité de polymérisation de la fibrine induite par la thrombine 

(10,4 nM)  (M. Bijak et al., 2014a). Deux autres équipes ont montré que 

l’épicatéchine in vitro n’impactait pas le temps Quick, le temps de céphaline avec 

activateur ou le dosage de fibrinogène (Liu et al., 2010; Neiva et al., 1999), mais 

allongeait les temps de coagulation déclenchés par les venins de serpents (Cesar 

et al., 2020). Néanmoins les résultats des études sont difficilement comparables 

du fait des matrices utilisées (plasma, système contenant du fibrinogène…) et des 

variations dans la méthodologie pour évaluer les différents paramètres 

(concentration en thrombine, longueur d’onde, capacité à cliver le fibrinogène ou 

activité amidolytique…).  

L’épicatéchine pourrait agir comme un inhibiteur réversible de la thrombine avec 

une constante de dissociation variable selon les techniques mais de l’ordre de 300 

78



μM soit 10 000 fois plus élevé que pour l’argatroban, un inhibiteur direct 

(Massimiliano Cuccioloni et al., 2009; M. Cuccioloni et al., 2009; Mozzicafreddo et 

al., 2006).  

D’un point de vue structural, certaines caractéristiques structurales des 

polyphénols apparaissent importantes dans l’inhibition des protéases à sérine. La 

position de la liaison entre le groupement benzopyrane et le cycle aromatique : les 

flavonoïdes (2-phénylbenzopyrane) ont une structure plus favorable à l’interaction 

que les isoflavonoïdes (3-phénylbenzopyrane). Les groupements hydroxyles en 

positions 3 du cycle C, en 5 et 7 du cycle A et en 3’ (ou 5’) et 4’ du cycle B 

améliorent également les capacités inhibitrices des polyphénols vis-à-vis de la 

thrombine, de même que le groupement carbonyle en position 4 du cycle C (Shi 

et al., 2012). A l’inverse, des fonctions encombrantes sur le cycle B ou en position 

3 du cycle C telle que la glycosylation diminuent l’affinité pour la thrombine 

(Massimiliano Cuccioloni et al., 2009).  

Li et coll. ont mis en évidence que les cycles A, B et C interagissaient 

respectivement avec les poches S3, S1 et S2 de thrombine. Il a été émis 

l’hypothèse que les résidus hydroxyles en 3’ (ou 5’) et 4’ du cycle B imitent le 

résidu arginine présent dans la poche P1 des substrats de la thrombine et forment 

des liaisons hydrogène avec des acides aminés formant la poche S1 (M. Bijak et 

al., 2014a; Bijak et al., 2016; Polack, 2003). D’autres expériences de docking ont 

mis en évidence que la conformation de l’épicatéchine pour la liaison à la thrombine 

est similaire à celle de l'argatroban. L’épicatéchine se situait au niveau du site actif 

et interagissait avec les résidus Histidine 57 (liaison de Van der Waals) et surtout 

Sérine 195 (liaison hydrogène), traduisant probablement une activité inhibitrice de 

la thrombine (Li et al., 2018) (Figure 23).  
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Figure 23 : Diagramme des interactions de l’épicatéchine avec les 

résidus de la thrombine 

D’après Li, Q.-Q., Yang, Y.-X., Qv, J.-W., Hu, G., Hu, Y.-J., Xia, Z.-N., & Yang, 

F.-Q. (2018). Investigation of Interactions between Thrombin and Ten Phenolic 

Compounds by Affinity Capillary Electrophoresis and Molecular Docking. Journal 

of Analytical Methods in Chemistry. 

Il existe peu d’informations sur la capacité de l’épicatéchine à inhiber la facteur X 

activé. Néanmoins la procyanidine B2, un dimère d’épicatéchine a un effet 

inhibiteur dose dépendant sur son activité amidolytique. L’analyse informatique 

montre un encombrement du site actif de la molécule qui empêcherait l’accès des 

substrats à la sérine 195 (Michal Bijak et al., 2014; Pereira and Brazón, 2015). 
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Par ailleurs, l’épicatéchine n’est pas capable d’inhiber l’induction du facteur 

tissulaire à partir de monocytes stimulés en culture cellulaire par le 

lipopolysaccharide (Carrieri et al., 2013; Kaur et al., 2007) 

Von Känel et coll. ont pu montrer sur une épreuve de stress après administration 

de chocolat noir que des taux plasmatiques élevés d’épicatéchine étaient associés 

à une plus faible production de d-dimères (von Känel et al., 2014). Enfin, 

l'épicatéchine en condition de stress oxydatif a la capacité de protéger le 

fibrinogène des modifications de structure induites par le péroxynitrite et donc 

d’enrailler son effet prothrombotique (Bijak et al., 2012).  

Les données disponibles dans la littérature sur la structure du caillot de fibrine sont 

lacunaires. En effet, à notre connaissance plusieurs flavonoïdes et notamment les 

flavones et les flavanols ont été étudiés, mais il n’existe pas de donnée sur les 

flavan-3-ols et donc sur l’épicatéchine. Par exemple, la lutéoline, la rutine ou le 

kaempferol sont capables de diminuer la densité, l’absorbance maximale du caillot 

de fibrine ou la polymérisation de la fibrine (Choi et al., 2015a, 2015c, p. 201, 

2015b). 

Au final, si l’épicatéchine possède une structure chimique en théorie capable 

d’interagir avec les protéases à sérine de la coagulation, elle ne semble pas être 

le flavonoïde ayant le plus d’impact dans les études de liaison (Wang et al., 2020). 

D’un point de vue fonctionnel, peu de données sont disponibles sur la capacité de 

l’épicatéchine à jouer un rôle tout au long du processus de coagulation. Les seuls 

tests classiques de mesure de temps de coagulation semblent insensibles à la 

présence d’épicatéchine, mais il est communément admis leur inefficacité pour 

mettre en évidence des variations discrètes ou complexes (facteurs procoagulants 

et anticoagulants). Il apparait donc nécessaire d’évaluer l’impact de l’épicatéchine 

tout au long du processus de coagulation plasmatique par l’utilisation de 

techniques globales intégrant à la fois les facteurs procoagulants et anticoagulants 

mais également la composante cellulaire du processus. 

2.5.3 Impact de l’épicatéchine sur les microparticules 

L’impact de l’alimentation sur l’activation cellulaire est connu depuis longtemps 

mais son rôle spécifique sur la libération, le phénotype et l’activité des 
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microparticules fait partie des données émergentes (Badimon et al., 2018). Les 

données disponibles sont parcellaires dans le sens ou à notre connaissance seul 

une alimentation donnée ou des extraits alimentaires spécifiques ont été étudiés 

et non l’épicatéchine elle-même (Ed Nignpense et al., 2019).  

Olas et coll. ont montré in vitro que l’extrait de pépins de raisins contenant 

majoritairement des flavanols inhibe la formation de microparticules plaquettaires 

induites par le TRAP ou la thrombine (Olas et al., 2012a). Ex vivo, une alimentation 

enrichie en polyphénols issus de l’avoine pendant 8 semaines chez des patients 

diabétiques engendre une diminution des concentrations en microparticules 

plaquettaires exprimant le fibrinogène ou le facteur tissulaire et en microparticules 

monocytaires (Zhang et al., 2014). Il a été montré qu’après consommation par 

des sujets sains d’une boisson chocolatée enrichie en épicatéchine le nombre de 

microparticules plaquettaires détectées par le CD42a (glycoprotéine IX) est 

diminué à 2 heures et 6 heures. Néanmoins les évènements retenus comprennent 

tous les éléments de taille inférieure à 2 μm donc potentiellement les exosomes et 

les corps apoptotiques, en sus des microparticules (Rein et al., 2000c). Après 1 

mois de consommation par des patients atteints de coronaropathies, les flavanols 

du chocolat induisent une diminution de la concentration des microparticules 

endothéliales détectées par le marquage CD144 + ou CD31 + / CD41 -. 

Néanmoins, dans cette étude, la concentration des microparticules plaquettaires 

détectées par le CD41 + n’est pas affectée. Il en est de même pour le potentiel 

procoagulant qui est évalué par un test associant incubation d’un culot de 

microparticules resuspendues et mélangé à du facteur VII et X en excès et 

révélation par un substrat chromogénique du facteur X activé (Horn et al., 2014). 

Enfin, chez les femmes en surpoids la concentration en microparticules 

endothéliales CD144 + diminue également après consommation de chocolat 

pendant 28 jours (McFarlin et al., 2015). 

Au final, il apparait important de déterminer l’impact propre de l’épicatéchine sur 

la formation et le phénotype des microparticules. 
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2.5.4 Impact de l’épicatéchine sur la fibrinolyse 

Il existe encore peu de données sur l’impact de l’épicatéchine sur le processus de 

fibrinolyse.  

Il a été montré que la Browplasminin, un tanin condensé à prédominante 

procyanidine issu de Brownea grandiceps, diminue l’activité amidolytique et 

fibrinolytique de la plasmine de manière dose dépendante (Pereira et al., 2017; 

Pereira and Brazón, 2015). In vitro, l’extrait d’Aronia melanocarpa inhibe l’activité 

de la plasmine qu’elle soit induite par le tPA ou l’urokinase (Sikora et al., 2014). 

Chez le rat nourrit pendant plusieurs semaines avec un régime hypercalorique, 

l’épicatéchine diminue la concentration de PAI-1 circulant, traduisant in vivo un 

effet profibrinolytique (Rabadán-Chávez et al., 2016).  

En culture cellulaire, l’incubation d’extrait de thé vert riche en polyphénols et 

notamment en catéchines diminue l’expression et la sécrétion de PAI-1 de manière 

dose dépendante. La voie de signalisation phosphatidylinositol 3-kinase / protéine 

kinase Akt semble être impliquée dans le processus (Liu et al., 2009). Sur 

fibroblastes, un extrait de polyphénols diminue l’expression d’urokinase et de PAI-

1 de manière dose dépendante (ARN et protéine) aboutissant à une diminution de 

l’activité fibrinolytique de la plasmine (Sandra et al., 2010). A l’inverse sur culture 

d’HUVEC (human umbilical vein endothelial cells), l’épicatéchine amplifie la 

transcription des gène du tPA et de l’urokinase, augmentant les taux d’ARN 

messager, ce qui aboutit à la surface cellulaire à une activité fibrinolytique majorée 

(Abou-Agag et al., 2001). 

Par ailleurs, l'épicatéchine en condition de stress oxydatif présente des propriétés 

profibrinolytique en préservant le plasminogène de l'inactivation. En effet, le 

peroxynitirite à la propriété de réduire la conversion du plasminogène en plasmine 

et donc de diminuer la fibrinolyse. L’épicatéchine est capable de contrer l’effet 

inhibiteur du peroxynitrite (Kolodziejczyk-Czepas et al., 2015).  

Au final, l’épicatéchine ou plus largement certains polyphénols semblent impacter 

le système de la fibrinolyse en modulant à la fois les activateurs et les inhibiteurs 

tout en ayant une action directe sur la molécule clé, la plasmine. Cependant les 

conséquences peuvent apparaitre discordantes selon les études, avec un rôle 

83



parfois profibrinolytique, parfois anti-fibrinolytique. Une explication peut résider 

dans la diversité des méthodologies utilisées telles que l’origine de l’épicatéchine 

(extrait végétal, molécule purifiée), la matrice utilisée (plasma, culture cellulaire) 

ou le type d’étude (in vitro, in vivo). Néanmoins, l’épicatéchine semble intervenir 

à différents niveaux, de l’expression à la sécrétion des protéines jusqu’à un impact 

potentiellement direct sur l’activité enzymatique des facteurs pro ou anti-

fibrinolytiques, ce qui pourrait également expliquer les résultats parfois 

discordants. Au final, l’impact global de l’épicatéchine sur le système fibrinolytique, 

y compris in vitro demeure incertain. Une étude du processus dans son ensemble 

par une technique prenant en compte la majorité des facteurs profibrinolytiques 

comme anti-fibrinolytiques permettrait de définir la résultante globale à toutes les 

modifications engendrées par l’épicatéchine. 
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OBJECTIFS 

L’objectif de ce travail de thèse a été d’étudier l’impact de l’épicatéchine, un 

flavonoïde majeur appartenant au groupe des flavan-3-ols, sur l’hémostase. 

Dans une première partie, axée sur les 3 principales étapes de l’hémostase, il a 

été défini l’impact de l’épicatéchine sur l’hémostase primaire, la coagulation 

plasmatique et la fibrinolyse (Publication n°1). Les mécanismes en jeu dans ces 

processus sont finement régulés afin de maintenir un équilibre en condition 

physiologique, notamment entre les activateurs et les inhibiteurs. De ce fait, la 

résultante globale, complexe, ne peut pas être simplement déterminée en évaluant 

l’impact de l’épicatéchine sur l’expression des gènes ou des protéines en question. 

Les données actuelles se heurtent, du fait de l’utilisation de tests parcellaires, à 

cette limitation. Dans cette première partie, nous avons donc entrepris de 

déterminer le phénotype hémostatique en réponse à l’épicatéchine en privilégiant 

l’utilisation de tests globaux capables de mimer au mieux chacun des processus in 

vivo en intégrant un maximum d’effecteur. 

Dans une deuxième partie nous nous sommes intéressés aux microparticules, 

considérées aujourd’hui comme de véritables acteurs de la physiologie de 

l’hémostase et dont l’implication dans la physiopathologie de nombreuses maladies 

est de plus en plus démontrée. Nous nous sommes attachés à définir l’impact de 

l’épicatéchine sur plusieurs points. Dans un premier temps, il s’est agi de 

déterminer son éventuel effet sur la formation et la libération des microparticules 

pour ensuite pouvoir dégager un phénotype membranaire. Enfin nous avons étudié 

les propriétés fonctionnelles procoagulantes inhérentes à la composition de leur 

membrane et à la présence de protéines de surfaces (Publication n°2). 

Dans une dernière partie, nous nous sommes intéressés à l’étape ultime du 

processus d’hémostase, la fibrinoformation et la constitution du caillot. La 

structure et les propriétés de ce dernier sont d’un intérêt crucial dans la gestion 

des pathologies thrombotiques, qu’elles soient artérielles ou veineuses. En effet, 

une altération du caillot de fibrine peut impacter le pronostic, la survenue de 

complications ou l’efficacité de l’anticoagulation. Une étude de l’impact de 

l’épicatéchine sur la structure et les fonctions du caillot de fibrine a donc été 

entreprise (Publication n°3).  
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RESULTATS 

Publication n°1 

« Epicatechin influences primary hemostasis, coagulation and 

fibrinolysis » 

T. Sinegre, D. Teissandier, D. Milenkovic, C. Morand, A. Lebreton

Food and Function, 2019 Nov 1;10(11):7291-7298 

doi: 10.1039/c9fo00816k 

Résumé 

Les principales étapes de l'hémostase, c'est-à-dire l'hémostase primaire, la 

coagulation et la fibrinolyse, sont impliquées dès les étapes précoces de 

l'athérothrombose. Certains effets bénéfiques des flavan-3-ols en lien avec ce 

processus pathologique sont bien documentés et incluent notamment la 

vasodilatation ou la diminution de la pression sanguine. Récemment il a été 

suggéré que l’épicatéchine pouvait interférer avec des molécules et des cellules 

impliquées dans les trois étapes de l’hémostase. Cependant ces processus sont 

finement régulés avec une balance entre les activateurs et les inhibiteurs 

physiologiques. Cet équilibre complexe ne peut néanmoins pas être exploré par la 

simple détermination de l’expression des gènes ou des protéines impliqués. Le but 

de cette étude était d'étudier l'effet de l'épicatéchine, un flavonoïde appartenant 

aux flavan-3-ols, sur le phénotype hémostatique à l'aide de tests in vitro, globaux, 

cliniquement pertinents qui imitent la complexité des différents processus de 

l’hémostase in vivo. Des échantillons de plasma provenant de 10 volontaires sains 

ont été enrichis avec des concentrations croissantes d'épicatéchine (1, 10 et 100 

}M). L'effet de l'épicatéchine sur l'hémostase primaire, la coagulation plasmatique 

et la fibrinolyse a été évalué en mesurant respectivement l'agrégation plaquettaire 

en réponse à différents agonistes par évaluation de la transmission lumineuse, la 

génération de thrombine et le temps de lyse du caillot.  
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L'épicatéchine (100 }M) a diminué de manière significative l'agrégation 

plaquettaire maximale induite par l'adénosine diphosphate (-39%), le peptide 

activateur du récepteur de la thrombine (-48%), l'épinéphrine (-30%) et le 

collagène (-30%). Le potentiel de thrombine endogène était significativement 

réduit à partir de 1 }M d'épicatéchine, passant de 1548 ± 241 nM.min pour le 

contrôle à 1332 ± 230 nM.min avec l’épicatéchine (p <0,01). La fibrinolyse a été 

accélérée par l'ajout in vitro d’épicatéchine avec une diminution du temps de lyse 

du caillot de 16 et 33% respectivement, pour les concentrations en épicatéchine 

de 10 et 100 }M (par rapport au contrôle : 1271 ± 775 s).  

Ces résultats confirment que l'épicatéchine in vitro impacte les trois principales 

étapes de l’hémostase. Elle est capable d’inhiber à forte concentration (100 μM) 

l’agrégation plaquettaire induite par plusieurs agonistes traduisant un effet 

potentiel sur une portion commune de ces voies d’activation ou un effet lié aux 

propriétés antioxydantes de l’épicatéchine. Elle conduit également à une 

diminution de la formation totale de thrombine matérialisant un effet global sur le 

processus de coagulation plasmatique lorsque les principaux facteurs 

procoagulants et anticoagulants sont évalués. Enfin, la dégradation du caillot de 

fibrine survient plus rapidement en présence d’épicatéchine montrant globalement 

un impact profibrinolytique. Celui-ci peut avoir pour origine une interférence de 

l’épicatéchine dans la constitution du caillot ou un effet direct lors du processus 

enzymatique de la fibrinolyse. Ces nouvelles données viennent étayer l’intérêt de 

l’épicatéchine dans la prévention des maladies cardiovasculaires. 
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Epicatechin influences primary hemostasis,
coagulation and fibrinolysis

Thomas Sinegre, *a,b Dorian Teissandier,a Dragan Milenkovic,a Christine Moranda

and Aurélien Lebretona,b

The different stages of hemostasis (i.e., primary hemostasis, coagulation and fibrinolysis) are involved in

the early atherothrombosis steps. The aim of this study was to investigate the effect of epicatechin, a

major flavonoid compound, on the hemostasis phenotype using clinically relevant in vitro global assays

that mimic the complexity of the in vivo hemostasis systems. Plasma samples from 10 healthy volunteers

were spiked with increasing concentrations of epicatechin (1 to 100 μM). Epicatechin effect on primary

hemostasis, coagulation and fibrinolysis was assessed by measuring platelet aggregation using light trans-

mission aggregometry, thrombin generation and clot lysis time (CLT), respectively. Epicatechin (100 μM)

significantly decreased the maximal platelet aggregation induced by adenosine diphosphate (−39%),
thrombin receptor activating peptide (−48%), epinephrine (−30%), and collagen (−30%). The endogenous

thrombin potential was significantly reduced starting from 1 μM epicatechin (1332 ± 230 versus 1548 ± 241

nM min for control) (p < 0.01). Fibrinolysis was promoted by epicatechin, as indicated by CLT decrease by

16 and 33% with 10 and 100 μM epicatechin respectively, compared with control (1271 ± 775 s). These

findings show that epicatechin reduces platelet function and leads to an anticoagulant and pro-fibrinolytic

profile, providing new evidence of its interest for cardiovascular disease prevention.

(1) Introduction

Cardiovascular diseases (CVD) are the leading cause of death
worldwide and their incidence is strongly linked to dietary
habits.1–4 The hemostatic system is a key determinant of the
atheromatous plaque thrombogenicity, one of CVD outcomes
and the main cause of death.5 Hemostasis is defined as the set
of mechanisms that keeps blood fluid inside the vessels and
prevents excessive bleeding after vessel injury. It also plays a
key role in thrombogenicity.6 There are strong evidences that
all the hemostasis steps (primary hemostasis, plasma coagu-
lation and fibrinolysis) are implicated in atherothrombosis
and in the thrombogenicity of atherosclerotic lesions and their
complications, such as stroke and acute coronary syndrome.7

After a vascular injury, primary hemostasis starts quickly
with the recruitment of platelets at the site of the vascular
breach. After adhering to the damaged wall, platelets secrete
their granule content, leading to their aggregation, and to the
formation of a platelet plug. Platelets influence the pro-
gression of the atherosclerotic plaque by releasing adhesive
ligands, fixing molecules from the plasma, and recruiting

monocytes and lymphocytes. Thus, platelets fixed on the vas-
cular wall are involved in the development of atherosclerosis
that precedes the onset of arterial thrombosis.8,9 Platelets are
also involved in plasma coagulation via pro-coagulant mole-
cules released from their granules and phospholipid exposure
after platelet activation that support the successive coagulation
enzymatic reactions. Coagulation generates a large amount of
thrombin at the vascular injury site, leading to fibrin for-
mation after fibrinogen cleavage, which is essential for clot for-
mation.10 In vivo, coagulation is initiated by tissue factor (TF)
that forms a complex with factor VIIa, leading to activation of
factor X and IX. The generated thrombin then activates platelets
and other coagulation factors, such as factor V, VIII and XI.
These phenomena lead to the generation of a thrombin burst
that catalyzes the formation of a critical mass of fibrin, which
constitutes a stable clot. The activation of these pro-coagulant
factors is counterbalanced and controlled by physiological anti-
coagulants.11 The coagulation cascade is involved in CVD, with
a positive association between the risk of CVD and the circulat-
ing levels of coagulation factors, such as fibrinogen and factor
VIII.12 In addition to its crucial role in blood coagulation,
thrombin belongs to the family of serine proteases and can acti-
vate protease-activated receptors present on endothelial cells,
leading to an inflammatory response.13,14 Finally, fibrinolysis is
the process leading to fibrin clot lysis to limit thrombus exten-
sion and to allow the vessel re-permeabilization. Plasmin, the
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key protein in this step, is finely regulated by activators (tissue
plasminogen activator, t-PA) and inhibitors (plasminogen
activator inhibitor-1, PAI-1; thrombin-activatable fibrinolysis
inhibitor, TAFI; and antiplasmin).15 Fibrinolysis assessment is
based on the separate measurement of fibrinolysis activators
and inhibitors, such as t-PA, PAI and D-dimers, or on the use of
viscoelastic methods the utility of which is still debated.

A growing body of evidence highlighted the cardioprotective
effects of dietary flavan-3-ols (epicatechin, catechin), a subclass
of flavonoids abundant in cocoa-based food, grapes, red wine,
tea, stone and pome fruits.16,17 Their protective effects include
increase in endothelium-dependent vasodilation, reduction in
systemic blood pressure, and attenuation of atherosclerosis,
platelet activation, and thrombus formation.18 The beneficial
effects of flavan-3-ol monomers on endothelial function have
been well documented.16 However, their anti-platelet and
antithrombotic effects are less characterized, especially their
ability to modulate hemostasis. Consumption of epicatechin-
rich foods induces positive changes in platelet function when
assessed by measuring platelet aggregation, ex vivo bleeding
time and platelet activation.19 Recently, it has also been
suggested that epicatechin could interfere with molecules or
cells involved in primary hemostasis, plasma coagulation and
fibrinolysis.20 The molecular mechanisms involved in the
different stages of hemostasis are finely regulated with a con-
stant balance between the action of physiological activators
and inhibitors. However, this complexity cannot be properly
addressed by simple assessment of the expression of genes or
proteins involved in the modulation of these factors.
Therefore, on the basis of the available published data it is
impossible to determine the actual impact of epicatechin on
hemostasis. To overcome this limitation, global assays
designed to mimic the complexity of the in vivo hemostasis
systems could be used. Global assays are innovative tools that
take into account the majority of actors involved in a process,
such as activators and inhibitors. They have the advantage to
be closer to the in vivo hemostatic process, and consequently
probably better correlated with clinical events. The present
work evaluated the impact of epicatechin on primary hemosta-
sis, coagulation and fibrinolysis using in vitro global hemosta-
sis assays to determine the hemostatic phenotype in response
to this bioactive food component.

(2) Materials and methods
Subjects

Ten healthy volunteers (5 women and 5 men; mean age 34
years [29–38]) without history of thromboembolism or bleed-
ing disorders were enrolled in 2015. Exclusion criteria were
ongoing therapy with antiplatelet (e.g., aspirin and non-ster-
oidal anti-inflammatory drugs) or anticoagulant drugs, abnor-
mal blood counts (including thrombocytopenia <150 G L−1),
and coagulation abnormalities (fibrinogen <2.0 g L−1, pro-
thrombin time [PT] >15.0 seconds, activated partial thrombo-
plastin time [aPTT] >39 seconds).

All experiments were performed in accordance with the
French laws and approved by the ethics committee of the uni-
versity hospital of Clermont-Ferrand (Comité de Protection des
Personnes Sud-Est VI, ref. AU765). Informed consents were
obtained from all human participants of this study.

Blood sampling and plasma preparation

Blood was collected in the morning by venipuncture of an
antecubital vein with a light tourniquet and a 21G needle in
0.109 M citrate tubes (Beckton Dickinson, le Pont de Claix,
France) after discarding the first few milliliters. Platelet-rich
plasma (PRP), required for light transmission aggregometry
(LTA) and thrombin generation assay (TGA), was obtained by
centrifugation at 200g at 20 °C for 10 min. For TGAs, platelet
count in PRP samples was adjusted with autologous platelet-
poor plasma (PPP) to a standardized count of 150 G L−1

(PRPa). For TGAs and clot lysis assays, PPP was obtained by
centrifuging blood samples twice (2500g, 20 °C for 15 min)
with an intermediate decantation, according to the
International Society on Thrombosis and Haemostasis (ISTH)
guidelines.21 PRP samples were tested within 4 hours after
blood sampling, whereas PPP samples were stored, if necess-
ary, at −80 °C until testing (less than 1 month). Before the
experiments, frozen plasma samples were thawed in a water
bath at 37 °C for 5 min.

Epicatechin stock solution (12.5 mM in dimethyl sulfoxide,
vehicle) was diluted with phosphate buffered saline to 100, 1000
and 10 000 μM working solutions that were then added to the
plasma samples to reach the target concentrations (1, 10 and
100 μM) with a constant 1/100 dilution. An equivalent volume
of vehicle was added to the baseline samples (0 ng ml−1).

Light transmission aggregometry

LTA was performed using a photometric method on a TA-8v
aggregometer (SD medical, Frouard, France). Briefly, 270 μL of
each PRP sample was pre-incubated with epicatechin (or
vehicle) at 37 °C for 10 minutes, and then mixed in specific
glass tubes under continuous stirring with the following plate-
let agonists (final concentrations): 2 μM adenosine dipho-
sphate (ADP), 5 μM epinephrine, 2 μg mL−1 collagen, 1 mM
arachidonic acid (Helena Laboratories, Beaumont, USA), or
10 μM thrombin receptor activating peptide (TRAP, Roche
Rotkreuz, Switzerland). The agonist concentrations and meth-
odology were standardized according to the ISTH guidelines.22

LTA was recorded for 6 minutes, and the area under the curve
and the maximal aggregation were the main parameters used
for this study.

Thrombin generation assay

TGA mimics the coagulation in vivo by evaluating its different
steps: initiation, amplification, propagation and inhibition.
TGA explores the overall thrombin potential by taking into
account pro-and anti-coagulant factors. TGA results in the for-
mation of a thrombogram that describes the thrombin gener-
ated over time. The main parameters are the endogenous
thrombin potential (ETP), which represents the area under the
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curve, thrombin peak, which corresponds to the maximum
thrombin concentration, lag time, and time to peak. TGAs
were performed using the Calibrated Automated
Thrombogram method23 with a fluorometer (Fluoroscan
Ascent, ThermoLab Systems, Franklin, USA) equipped with a
dispenser. Each sample was calibrated with Thrombin
Calibrator® (Stago, Asnières, France). The impact of epicate-
chin on global coagulation was evaluated in PPP samples after
the initiation of coagulation with 1 pM TF and 4 μM phospho-
lipids (final concentrations, PPP reagent low®, Stago).
Epicatechin effect on platelet pro-coagulant role was deter-
mined by TGA using PRP and PRPa samples with a final con-
centration of 1 pM TF without phospholipids (PRP reagent®,
Stago). Samples were incubated with epicatechin at 37 °C for
10 minutes before adding the fluorogenic substrate and CaCl2
(FluCa-Kit®, Thrombinoscope BV). All tests were performed in
duplicate with a maximum difference <10% for ETP (nM min)
between curves. Raw data were analyzed using
Thrombinoscope™ V5 (Thrombinoscope BV). For each assay,
ETP was the primary endpoint.

Clot lysis assays

To evaluate the fibrinolytic profile that results from the oppo-
site action of pro-fibrinolytic molecules (e.g., plasminogen,
t-PA, or urokinase-type PA, u-PA) and inhibitors (PAI-1, PAI-2,
antiplasmin and TAFI), fibrin clots were formed after coagu-
lation activation and then lysed by addition of exogenous t-PA.
Coagulation was initiated by addition of 1 pM TF in the pres-
ence of 4 μM coagulant phospholipids (PPP reagent) and 200
ng mL−1 t-PA (final concentration) (t-PA, actilyse®, Boehringer,
France). After stirring, absorbance was measured at 37 °C on a
spectrophotometer at 405 nm (Synergy 2, Biotek, USA) every
minute for 60 minutes. The clot lysis time (CLT) was defined
as the time from the midpoint of the clear to maximum turbid
transition, to the midpoint of the maximum turbid to clear
transition. All tests were performed in duplicate with a
maximal difference <10% for CLT between curves.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the Prism software,
version 6 (GraphPad software, Inc., La Jolla, USA). Tests were
two-sided, with a type I error set at α = 0.05. Continuous data
were presented as the mean ± standard deviation (SD).
Independent groups were compared using ANOVA, or the
Friedman test when the ANOVA conditions were not met (nor-
mality and homoscedasticity verified with the Bartlett test), fol-
lowed by the appropriate multiple-comparison post-hoc tests
(Tukey–Kramer or Dunn test, respectively).

(3) Results
Epicatechin effect on primary hemostasis

The effects of 1 to 100 μM epicatechin on the LTA parameters
for a range of agonists used for the diagnosis of platelet func-
tion defects are presented in Table 1. In the presence of

100 μM epicatechin, the maximum platelet aggregation was
reduced with all agonists, except arachidonic acid (Table 1A).
Epicatechin effect was highest in the presence of 2 μM ADP
and 10 μM TRAP (maximum platelet aggregation reduction by
39% and 48%, respectively, compared with vehicle), and mod-
erated with 5 μM epinephrine and 2 μg mL−1 collagen
(reduction by 30%; p < 0.01). Similar results were obtained
when the area under curve was calculated (Table 1B), with a
significant decrease by 43% and 47% for ADP- and TRAP-
induced platelet aggregation, respectively. Analysis of ADP-
induced platelet aggregation kinetics clearly showed the sig-
nificant inhibitory effect of 100 μM epicatechin (Fig. 1).
Importantly, platelet aggregation was reversible. Taken
together, these data suggested that epicatechin influences the

Table 1 Epicatechin effect on primary hemostasis induced by agonists

Vehicle EC (1 μM) EC (10 μM) EC (100 μM)

(A) Maximum platelet aggregation
ADP, 2 μM 70 ± 15 61 ± 22 61 ± 25 43 ± 22****
EPI, 5 μM 81 ± 6 74 ± 19 78 ± 9 56 ± 30**
COLL, 2 μg mL−1 80 ± 5 78 ± 13 75 ± 11 56 ± 29**
AA, 1 mM 84 ± 10 80 ± 4 86 ± 7 80 ± 9
TRAP, 10 μM 69 ± 18 68 ± 32 57 ± 32 36 ± 34*
Data are expressed as the mean percentage ± SD

(B) Area under the curve of platelet aggregation
ADP, 2 μM 189 ± 43 166 ± 61 164 ± 77 106 ± 60****
EPI, 5 μM 147 ± 32 133 ± 47 136 ± 44 88 ± 40***
COLL, 2 μg mL−1 164 ± 15 159 ± 32 158 ± 27 104 ± 58***
AA, 1 mM 213 ± 22 204 ± 19 220 ± 28 186 ± 49
TRAP, 10 μM 178 ± 71 192 ± 108 156 ± 109 94 ± 108*

Data are expressed as the mean value (% min) ± SD. Light
transmission aggregometry in PRP samples (N = 10); ****p < 0.0001,
***p < 0.001, **p < 0.001, *p < 0.05 compared with vehicle (ANOVA or
Friedman test when the ANOVA conditions were not met, followed by
the appropriate multiple-comparison post-hoc tests). ADP: adenosine
diphosphate; EC: epicatechin; EPI: epinephrine; COLL: collagen; AA:
arachidonic acid; PRP: platelet-rich plasma; TRAP: thrombin receptor
activating peptide.

Fig. 1 Epicatechin effect on ADP-induced platelet aggregation kinetics
light transmission aggregometry in platelet-rich plasma samples for
6 minutes after platelet aggregation induction by addition of 2 μM ADP.
Plots represent the average points (N = 10).
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intra-platelet signaling pathways, leading to a reduced pro-
aggregation response.

Epicatechin effect on the platelet pro-coagulant role

When TGAs were performed after incubation of PRPa samples
with 100 μM epicatechin, ETP (nM min) decreased signifi-
cantly from 1290 ± 220 (vehicle) to 1188 ± 276, whereas no sig-
nificant change was observed with the other tested concen-
trations (Table 2 and Fig. 2A). Similar ETP values and throm-
bin generation curves were obtained when non-adjusted PRP
samples were used (data not shown), suggesting that epicate-
chin inhibited platelet pro-coagulant action independently of
platelet count.

Effect of epicatechin on global plasma coagulation

Epicatechin effect on plasma coagulation was assessed by TGA
using PPP samples pre-incubated with epicatechin (Table 3).
ETP decreased from 1548 ± 241 with vehicle to 1332 ± 230 (p <
0.01), 1280 ± 321 (p < 0.01) and 1369 ± 292 (p < 0.01) upon
incubation with 1, 10 and 100 μM epicatechin, respectively.
Thrombin peak also significantly decreased by 11% after incu-
bation with 1, 10 or 100 μM epicatechin. Thrombin activation
kinetic was affected starting from 1 μM epicatechin (Fig. 2B)
and this slow-down was confirmed by the increased lag time
(min), from 5.5 ± 1.3 for vehicle to 6.6 ± 2.3 (p < 0.05) and 7.6
± 4.4 (p < 0.01) with 1 and 10 μM epicatechin respectively
(Table 3). Time to reach the thrombin peak was also signifi-
cantly increased by addition of epicatechin, with a shift from
7.7 ± 1.2 (vehicle) to 10.0 ± 4.4 (p < 0.001) with 10 μM epicate-
chin (Table 3). These data demonstrated that epicatechin,
when used in the range of 1 to 10 μM, can inhibit and delay
the enzymatic reactions involved in the coagulation process.

Epicatechin effect on global fibrinolysis

Epicatechin effect on fibrinolysis was assessed by using a clot
lysis assay (Table 4). When assays were performed with 200
ng mL−1 of t-PA to initiate fibrinolysis, in the presence of TF
and phospholipids, PPP incubation with epicatechin led to a
dose-dependent CLT decrease, and consequently higher sensi-
tivity to t-PA (Fig. 3). Specifically, compared with vehicle, CLT

gradually decreased by 8% (NS), 16% (p < 0.05) and 33%
(p < 0.001) with 1 μM, 10 μM and 100 μM epicatechin, respect-
ively. These data indicated that epicatechin improved the
fibrin clot sensitivity to lysis.

Fig. 2 Epicatechin effect on thrombin generation kinetics. (A)
Thrombin generation was triggered in adjusted platelet-rich plasma
(PRPa) by addition of 1 pM exogenous tissue factor and phospholipids
derived from the patient’s platelets, as support for enzymatic coagu-
lation reactions. (B) Thrombin generation was performed in platelet-
poor plasma (PPP) samples with 1 pM tissue factor and 4 μM pro-coagu-
lant phospholipids. Plots represent the average points (N = 10).

Table 3 Epicatechin effect on global coagulation

Vehicle EC (1 μM) EC (10 μM) EC (100 μM)

Lag time (min) 5.5 ± 1.3 6.6 ± 2.3* 7.6 ± 4.4*** 7.5 ± 4.1**
ETP (nM min) 1548 ± 241 1332 ± 230** 1280 ± 321** 1369 ± 292**
Peak (nM) 342 ± 68 297 ± 75** 291 ± 84** 301 ± 87*
Time to peak
(min)

7.7 ± 1.2 9.0 ± 2.4 10.0 ± 4.4*** 9.8 ± 4.2**

Thrombin generation assays performed using PPP samples (N = 10).
Values are the mean ± SD. ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05 compared
with vehicle (ANOVA or Friedman test, when the ANOVA conditions
were not met, followed by the appropriate multiple-comparison post-
hoc tests). EC: epicatechin; ETP: endogenous thrombin potential; PPP:
platelet-poor plasma.

Table 2 Epicatechin effect on platelet pro-coagulant role

Vehicle
EC
(1 μM)

EC
(10 μM) EC (100 μM)

Lag time (min) 5.8 ± 1.3 5.8 ± 1.3 6.1 ± 1.5 5.9 ± 1.4
ETP (nM min) 1290 ± 220 1294 ± 248 1318 ± 248 1188 ± 276 * ″ °
Peak (nM) 104 ± 54 103 ± 50 107 ± 57 97 ± 58
Time to
peak (min)

14.1 ± 4 14.1 ± 4 14.4 ± 4.4 14.1 ± 4.3

Thrombin generation assays performed using PRPa samples (N = 10).
Values are the mean ± SD. *p < 0.05 compared with vehicle, ″ p < 0.05
compared with 1 μM epicatechin, ° p < 0.05 compared with 10 μM
epicatechin (ANOVA or Friedman test, when the ANOVA conditions
were not met, followed by the appropriate multiple-comparison post-
hoc tests). EC: epicatechin; ETP: endogenous thrombin potential;
PRPa: adjusted platelet-rich plasma.
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(4) Discussion

The present study investigated the bioefficacy of epicatechin
on hemostasis by using global assays for the assessment of
primary hemostasis, plasma coagulation and fibrinolysis. Our
findings show that epicatechin influences all hemostasis
steps, leading to decreased platelet aggregation and pro-coagu-
lant activity and increased fibrinolytic activity.

Diets and foods rich in flavonoids (berries, grapes, cocoa,
green tea) can modulate platelet function.24 Specifically, it has
been shown that these bioactive compounds inhibit platelet
aggregation induced by agonists, such as collagen, ADP,
thrombin, thromboxane A2 analog and arachidonic acid,25–30

and modulate the expression of surface molecules, such as
platelet membrane receptor glycoprotein IIb/IIIa and
P-selectin.27,30–33 They also extend platelet closure time in
response to ADP and epinephrine.34–36 Despite the diversity of
the techniques used, consistent findings suggest that plant
foods with high flavon-3-ols content can modulate primary
hemostasis.24 However, the specific role of these compounds
remains to be established. Few previous studies have
attempted to evaluate the impact of pure epicatechin on plate-
let functions; however, the experimental conditions varied
between studies (epicatechin concentrations, number and con-
centrations of the tested agonists). Epicatechin (100 μM) con-

sistently inhibits platelet aggregation induced by collagen,37

but not aggregation induced by 2.4 nM thrombin (150 and
1000 μM epicatechin).38 Neiva et al. showed in vitro inhibition
of platelet aggregation using PRP samples incubated with
170 μM and 700 μM epicatechin and ADP, arachidonic acid or
epinephrine.39 These epicatechin concentrations were higher
than those tested in our study. Indeed, using LTA that is con-
sidered as the gold standard for evaluating platelet function,22

we observed a trend towards a reduction of primary hemostasis
from 1 μM epicatechin and a significant effect at 100 μM epica-
techin. The different responses to agonists among studies,
including ours, may be explained by methodological differ-
ences. For example, previous studies used PRPa samples.38,39

As this practice is no longer recommended by ISTH,22 in the
present study we used unadjusted PRP samples for LTA.
Indeed, the PPP used for PRP dilution may contain sub-
stances, such as ADP, that may desensitize platelets and inter-
fere with the test results.40

Our data showed a major decrease of platelet aggregation
induced by ADP and TRAP, a moderate decrease for collagen,
and no decrease for arachidonic acid. The inhibition of plate-
let aggregation and the abnormal reversible profile we
observed with epicatechin suggest a poor amplification of the
cellular response and the absence of intra-platelet granule
release. Among the different ADP receptors, the Gi-coupled
P2Y12 receptor plays a central role in the amplification of
platelet aggregation induced by other agonists, and partici-
pates in platelet granule secretion. This receptor is a key factor
for promoting clot growth and stabilization, and is also the
pharmacological target of antiplatelet agents, such as prasu-
grel.41 Therefore, the aggregation defects we observed in the
presence of epicatechin could be explained by an interference
with P2Y12 signaling, or by a lower secretion of dense intra-
platelet granules.42 Additional details on changes in the intra-
platelet signaling pathways induced by epicatechin could be
obtained by improving the test sensitivity, especially with the
use of washed platelets, and by studying the content and
secretion of dense granules.

Coagulation is characterized by the successive activation of
serine proteases, leading to thrombin release at the site of vas-
cular injury. This process is finely regulated by inhibitors to
downregulate thrombin generation. The conventional methods
used to explore plasma coagulation, including factor measure-
ment or routine coagulation assays, such as PT and aPTT, have
severe limitations. They do not consider all the factors
involved, particularly anticoagulant factors, and they take into
account only the first thrombin traces, and not the propa-
gation phase that leads to the thrombin burst.43 Thus, these
tests, which do not replicate the in vivo pathophysiology, did
not seem appropriate to evaluate the overall impact of epicate-
chin on the complex coagulation cascade. Moreover, previous
studies reported only a low impact of epicatechin on PT and
aPTT.39,44 Global coagulation assays, such as TGA, are closer to
the in vivo situation by taking into account all coagulation
factors, including inhibitors.45 Therefore, here we used TGAs
to determine epicatechin effect on global coagulation. The

Fig. 3 Epicatechin effect on clot generation and lysis over time plate-
let-poor plasma (PPP) samples were incubated with increasing concen-
trations of epicatechin. Fibrin clot was formed after activation with 1 pM
tissue factor and lysis initiated with 200 ng mL−1 t-PA. Plots represent
the average points (N = 10).

Table 4 Epicatechin effect on clot lysis time

Vehicle EC (1 μM) EC (10 μM) EC (100 μM)

Half lysis
time (s)

1271 ± 775 1173 ± 720 1069 ± 639* 848 ± 476***

Experiments performed using PPP samples (N = 10) with t-PA (200 ng
ml−1). Values are the mean ± SD. ***p < 0.001, *p < 0.05 compared
with vehicle (Friedman test followed by the multiple-comparison post-
hoc Dunn test). EC: epicatechin; PPP: platelet-poor plasma; t-PA: tissue
plasminogen activator.
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data we obtained using PPP samples clearly show that already
1 μM epicatechin slowed down thrombin generation and signifi-
cantly reduced ETP. The weaker epicatechin effect observed
when using PRP samples suggests an epicatechin inhibitory
effect mainly on the enzymatic reactions of the coagulation
cascade that lead to thrombin generation. Moreover, epicate-
chin effect could be counteracted also by its potential inter-
action with platelet phospholipids and proteins. TGA with PPP
is more specific for enzymatic interactions, while TGA with PRP
integrates the platelet phospholipid component for coagulation,
which did not seem to be affected by epicatechin in our study.46

This result could question the potential of epicatechin to
affect thrombin activity. A previous study reported weak inter-
actions between epicatechin and thrombin that could inhibit
thrombin amidolytic activity.38 Additional studies, such as 3D
in silico docking analyses, are required to determine whether
epicatechin interacts with Histidine 57 in thrombin catalytic
pocket and interferes with its activity, as previously suggested
for some flavonoid compounds.47 Conversely, our TGA results
indicate an epicatechin inhibitory effect on the whole coagu-
lation process, including inhibitory pathways. Epicatechin
impact on the thrombin modulatory effects on the protein C
pathway and fibrin formation deserves further mechanistic
investigations.

The dynamic interactions of pro- and anti-fibrinolytic mole-
cules tightly control the fibrinolytic process in vivo. To pre-
cisely assess this balance, it is crucial to use a global tech-
nique. Clot lysis assays, which measure the plasma fibrinolytic
potential using TF-induced clots lysed by exogenous t-PA, is a
suitable tool for the analysis of the complex interactions
between pro- and anti-fibrinolytic molecules.48 Using this
assay, we showed that epicatechin enhances fibrinolysis with a
trend observed at 1 μM and reaching significance from 10 μM
epicatechin. Fibrinolysis seemed to be activated earlier and
occurred faster when plasma samples were incubated with epi-
catechin, even at low concentrations. This result completes
and strengthens previous studies showing that incubation of
endothelial cells with 10 μM epicatechin increased transcrip-
tion of the t-PA and u-PA encoding genes,49 and incubation
with tea flavan3-ols decreased PAI-1 activity.50

In the present study, the use of global coagulation assays
allowed us to highlight epicatechin beneficial impact on the
hemostatic phenotype, although the mechanistic aspects
remain to be accurately investigated. However, this study was
performed with pure epicatechin only, whereas human bio-
availability studies showed that the main circulating forms of
epicatechin are conjugated derivatives.51 The beneficial effects
of epicatechin in vivo are potentially related to the bioactivity
of these metabolites. Their impact on hemostasis at physio-
logically relevant concentrations should be explored specifi-
cally in new studies. Moreover, the effect of epicatechin, par-
ticularly on platelet aggregation, is also partially related to its
anti-oxidant effect that might be reduced after epicatechin is
metabilized.52 However, as these metabolites are not currently
available, an ex vivo approach that would take into account epi-
catechin metabolism after intake deserves to be studied.

In conclusion, this study has provided the first evidences
that epicatechin can positively affect all the stages of hemosta-
sis, leading to decreased platelet activity, anticoagulant effect
and pro-fibrinolytic activity. Taken together, these data
strengthen the interest of epicatechin for CVD prevention by
reducing the atherosclerotic plaque thrombogenicity. In vivo
studies are now needed to confirm the benefit on hemostasis
of a long-term epicatechin supplementation.
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Résumé 

Le rôle des microparticules dans la physiopathologie des maladies 

cardiovasculaires est une problématique d’intérêt grandissant. L'épicatéchine, 

appartenant aux flavan-3-ols, est de plus en plus étudiée en raison de ses effets 

bénéfiques pour la santé cardiovasculaire. L’objectif de cette étude était de 

déterminer l'impact de l'épicatéchine sur la formation et la libération de 

microparticules ainsi que sur leur phénotype et leurs propriétés procoagulantes. 

Des échantillons de plasma provenant de 15 sujets sains ont été incubés avec des 

concentrations croissantes d'épicatéchine (1 à 100 }M). L'expression de la 

glycoprotéine IIb, de la phosphatidylsérine, de la glycoprotéine Ib et de la sélectine 

P a été évaluée par analyse en cytométrie en flux avant et après stimulation 

plaquettaire par le peptide activateur du récepteur de la thrombine ou le calcium 

ionophore. L'activité procoagulante des microparticules et l’impact de 

l’épicatéchine sur cette activité a été déterminée de plusieurs manières. Les kits 

ZymuphenTM MP et ZymuphenTM MP-TF ont permis respectivement d’intégrer la 

composition en phospholipides procoagulants et le rôle activateur de l’expression 

du facteur tissulaire. Le test de génération de thrombine a été modifié pour évaluer 

la fonction procoagulante des microparticules, ces dernières étant la seule source 

de phospholipides et de facteur tissulaire.  

Les concentrations en microparticules d’origine plaquettaire détectées par la 

présence de la glycoprotéine IIb ne semblent pas impactées par l’épicatéchine et 
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l’on observe une forte variabilité interindividuelle du taux de microparticules. Celles 

exprimant conjointement la glycoprotéine GPIb (/μL) ont diminué de 20743 ± 

24985 (véhicule) à 14939 ± 14333 (p = 0,6), 21366 ± 16949 (p = 0,9) et 15425 

± 9953 (p <0,05) dans les échantillons incubés avec 1, 10 et 100 μM 

d'épicatéchine, respectivement. Mesurée avec le kit ZymuphenTM MP la 

concentration en microparticules (exprimée en nM équivalent phosphatidylsérine) 

a diminué significativement par rapport au contrôle (5,6 ± 2,0, véhicule) après 

incubation avec 10 et 100 μM d'épicatéchine pour atteindre 4,5 ± 1,5 (p <0,05) 

et 4,7 ± 2,0 (p <0,05) respectivement. Mais l'épicatéchine n'a eu aucun impact 

sur la concentration de microparticules positives pour le facteur tissulaire. 

L'épicatéchine a diminué le potentiel endogène de thrombine exprimé en nM.min 

de 586 ± 302 à 509 ± 226 (p = 0,3), 512 ± 270 (p = 0,3) et 445 ± 283 (p <0,05).  

Ces résultats indiquent que l'épicatéchine peut affecter les microparticules 

d’origine plaquettaire, essentiellement avant stimulation par des agonistes, et 

leurs propriétés procoagulantes.    
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Abstract: Microparticles play a role in cardiovascular disease pathology. The flavanol-like epicatechin
is increasingly considered due to its cardioprotective effects. The aim of this study was to investigate
the impact of epicatechin on microparticle generation, phenotype and procoagulant properties.
Plasma samples from 15 healthy subjects were incubated with increasing concentrations of epicatechin
(1 to 100 μM). Then, the expression of glycoprotein IIb, phosphatidylserine (PS), glycoprotein Ib
(GPIb) and P-selectin was assessed by flow cytometry analysis after (or not) platelet stimulation.
Microparticle procoagulant activity was determined using ZymuphenTM MP and ZymuphenTM

MP-TF for phospholipid and tissue factor content, and with thrombin generation (TG) assays for
procoagulant function. Platelet microparticles that express GPIb (/μL) decreased from 20,743 ± 24,985
(vehicle) to 14,939 ± 14,333 (p = 0.6), 21,366 ± 16,949 (p = 0.9) and 15,425 ± 9953 (p < 0.05) in
samples incubated with 1, 10 and 100 μM epicatechin, respectively. Microparticle concentration
(nM PS) decreased from 5.6 ± 2.0 (vehicle) to 5.1 ± 2.2 (p = 0.5), 4.5 ± 1.5 (p < 0.05) and 4.7 ± 2.0
(p < 0.05) in samples incubated with 1, 10 and 100μM epicatechin, respectively. Epicatechin had no
impact on tissue factor-positive microparticle concentration. Epicatechin decreased TG (endogenous
thrombin potential, nM.min) from 586 ± 302 to 509 ± 226 (p = 0.3), 512 ± 270 (p = 0.3) and 445 ± 283
(p < 0.05). These findings indicate that epicatechin affects microparticle release, phenotype and
procoagulant properties.

Keywords: cardiovascular disease; coagulation; epicatechin; hemostasis; microparticles

1. Introduction

Microparticles are small, anucleate vesicles ranging from 100 to 1000 nm in size. They are released
by many cell types, including platelets, monocytes, red and endothelial cells by exocytosis from the cell
membranes upon cell activation, stress or apoptosis [1]. Microparticles are delimited by a phospholipid
bilayer and express proteins from the cell of origin [2]. Microparticles are detected in healthy subjects,
and their release increases in various pathological conditions, such as cancer, diabetes, sepsis and
cardiovascular diseases (CVD) [3–5].

Platelet microparticles (PMPs) represent the main fraction of circulating microparticles and are
formed upon platelet activation, glycoprotein (Gp) IIb-IIIa signaling or after exposure to shear stress [6,7].
PMPs express Gp IIb-IIIa (CD41) and Gp Ib (CD42b), phospholipids (e.g., phosphatidylserine (PS)
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and phosphatidylcholine) and activation markers, such as P-selectin (CD62P) [8]. There are growing
evidences for PMP physiological and pathological roles. For instance, PMP can interfere in cell-to-cell
communication through various mechanisms, from the direct stimulation of target receptors to
integration of surface receptors in a target cell. PMPs can also transfer their cytoplasmic content,
including RNA [9], and modulate the adaptive immunity by stimulating the immune response [10].
PMPs also play a major role in pathological processes, such as infections, mainly through the transfer
of receptors to recipient cells to allow virus entry, and in systemic diseases, such as rheumatoid
arthritis, by amplification of the local inflammatory response [11]. PMPs also play a role in cancer
development by favoring angiogenesis and tumor cell invasion, and can be predictive markers of
metastasis formation and tumor aggressiveness [12–14]. Due to their high procoagulant activity, PMPs
are a prognostic marker of choice in CVD [15,16]. Indeed, PMP concentration is increased following
myocardial damage after acute myocardial infarction [17], particularly PMP sub-populations that
express specific markers, such as P-selectin [18]. Large PMPs are associated with specific conditions,
such as carotid atherosclerosis [19] and myocardial infarction, and also with the circulation of the
thrombin-antithrombin complex and soluble CD40 ligand [20], the increase of which correlates with
higher risk of cardiovascular events [21]. PMPs seem to play a key role in CVD due to the expression of
phospholipids and procoagulant surface markers, and their capacity to recruit leukocytes, to transfer
miRNAs and to promote inflammation [22–24].

Several studies demonstrated that a diet rich in polyphenols is inversely associated with CVD
risk and mortality [25–27]. It has also been suggested that polyphenols influence the functions
of platelets, one of the major players in the atherothrombotic process. Different polyphenols and
especially flavonoids can modulate platelet activation and aggregation [28–30]. Epicatechin is a major
representative of the flavanol subclass of flavonoids due to its abundance in highly consumed plant
foods, such as cocoa, apples, tea and grapes [31,32]. A wealth of data from preclinical models and
clinical trials indicates that epicatechin has cardioprotective effects by improving endothelial and
platelet functions, reducing blood pressure and limiting atherosclerosis [33,34]. It has been reported
that different polyphenols and plant food extracts can affect PMP formation [35–38]; however, to our
knowledge, there is no study on the specific impact of epicatechin on PMPs. The aim of this study was
to investigate in vitro epicatechin effect on PMP generation, phenotype and procoagulant properties
by incubating human plasma with increasing concentrations of epicatechin.

2. Materials and Methods

2.1. Subjects

Fifteen healthy volunteers, 12 women and 3 men (mean age 30 years (21–42)) were enrolled.
Exclusion criteria were history of bleeding and thromboembolism, ongoing antiplatelet drug or
anticoagulant therapy and abnormal blood cell count, including thrombocytopenia <150 G/L
and coagulation disorders fibrinogen <2.0 or >4.0 g/L, prothrombin time >15.5 s and activated
partial thromboplastin time >39 s. Ethical approval was obtained from the local ethics committee
(CPP Sud-Est VI, ref AU765).

2.2. Blood Sampling and Processing

Blood was collected by venipuncture in 0.109 M citrate tubes (Beckton Dickinson, le Pont de Claix,
France) with 15 μg/mL of corn trypsin inhibitor to inhibit contact factor activation and after discarding
the first few milliliters of blood. Platelet-rich plasma (PRP) was obtained by centrifugation at 200 g
at room temperature for 10 min, without brake. Platelet-poor plasma (PPP) was prepared by double
centrifugation (2200 g, 20 ◦C for 15 min) with an intermediate plasma decantation, according to the
International Society on Thrombosis and Hemostasis (ISTH) guidelines [39]. PPP samples were stored
at −80 ◦C until testing (less than 3 months), if necessary. Before the experiments, frozen plasma
samples were thawed in a water bath at 37 ◦C for 5 min. Microparticle-rich plasma (MRP) was obtained
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from PPP centrifugation at 14,000 g at room temperature for 1 h. The microparticle-containing pellet
was resuspended in 100 μL of the supernatant after centrifugation (and thus microparticle-poor) to
concentrate microparticles by 5.0-fold.

(-)-Epicatechin stock solution (Extrasynthèse, Lyon, France; 12.5 mM in DMSO) was diluted
with phosphate buffered saline (PBS) to 0.1, 1 and 10 mM working solutions that were then added
to the plasma samples to reach the target final concentrations of 1, 10 and 100 μM with a constant
1/100 dilution. An equivalent volume of vehicle was added to samples without epicatechin. Plasma
samples were incubated with epicatechin at 37 ◦C for 10 min.

Cytometry Analysis of Microparticles

All cytometry analyses were performed with fresh samples. The impact of epicatechin on
microparticles was determined in three conditions (all samples were pre-incubated with epicatechin):
after incubation of PRP samples with PBS, to assess the direct role of epicatechin on microparticle
production and their phospholipid and protein membrane composition (condition 1); after PRP
incubation with platelet activators to simulate microparticle production (calcium ionophore A23187
(Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA)) (condition 2) and with thrombin receptor activating peptide
(TRAP; Roche, Mannheim, Germany) (condition 3), and to study epicatechin role in microparticle
production and composition (Figure A1). Afterwards, samples were incubated with FITC-conjugated
annexin-V (PS labeling), anti-CD41a-PE (glycoprotein IIb, clone HIP8), anti-CD42b-APC (glycoprotein
Ib, clone HIP1) and anti-CD62P-BV421 (P-selectin, clone AK-4) antibodies (all from BD Biosciences) at
room temperature in the dark for 20 min. Isotype controls (at the same concentration as the primary
antibodies) were used as negative controls to differentiate non-specific background and specific
antibody signals. Immediately after labeling, samples were resuspended in 250 μL of 0.20 μm-filtered
annexin-V buffer and were analyzed on a BD FACS Canto II (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France),
equipped with three lasers (407, 488 and 633 nm wavelengths) and the BDFACS Diva software (v.8.0.1).

Flow cytometer performance tracking was performed daily using the BD cytometer setup and
tracking beads (BD Biosciences). To ensure a limited background noise, filtered PBS (0.20 μm filter)
was analyzed before each run at least for 10 min.

For each analysis, 100 μL of fresh PPP diluted at 1/100 or 1/200 was transferred to a TruCount tube
(BD Biosciences) containing a lyophilized pellet that releases a known number of fluorescent beads to
allow microparticle quantification.

Before each series of sample analysis, fluorescent Megamix-Plus SSC Beads (Biocytex, Marseille,
France), a mix of fluorescent beads ranging from 0.1 to 1 μm, were used to define the gate consistent
with the microparticle size, according to the manufacturer’s instructions. The Megamix-Plus by its
standardized acquisition defines microparticles between 0.17 and 0.5 μm equivalent-SSC and allows
discriminating between small and large microparticles (i.e., smaller and bigger than 0.22 μm-eq SSC).
PMPs were characterized on the basis of the side scatter threshold defined using Megamix-Plus SSC
Beads and labeling with CD41a, a constitutive platelet receptor.

2.3. Phospholipid-Induced Procoagulant Activity of Microparticles

Microparticle procoagulant activity was determined using ZymuphenTM MP-ACTIVITY
(Hyphen-biomed, Neuville, France), a functional immunological assay, according to the manufacturer’s
protocol. Briefly, after pre-incubation with epicatechin, 5 μL of each PPP sample was incubated in
a well of a microplate coated with annexin V that can bind to electronegative phospholipids at the
microparticle surface. In the presence of calcium, factors (F) Xa and FVa, prothrombin are activated into
thrombin in relation with microparticle exposure to phospholipids. Thrombin activity was measured
by absorbance at 405 nm on a spectrophotometer (Spark, Tecan, Switzerland) following cleavage of a
specific substrate. Plasma microparticle concentration was expressed in nM of PS equivalent.

100



Nutrients 2020, 12, 2935 4 of 13

2.4. Tissue factor (TF)-Induced Procoagulant Activity of Microparticles

Microparticle procoagulant activity was determined using ZymuphenTM MP-TF (Hyphen-biomed),
a functional immunological assay, according to the manufacturer’s protocol. Briefly, after pre-incubation
with epicatechin, 20 μL of PPP was incubated in wells coated with an anti-TF monoclonal antibody.
In the presence of calcium, FVIIa and FX, TF-positive microparticles form the TF-FVIIa complex and
activate FX into FXa. TF-induced microparticle procoagulant activity was correlated with FXa activity
on a specific substrate measured by absorbance at 405 nm on a spectrophotometer (Tecan) and was
expressed in pg/mL.

2.5. Thrombin Generation Assays

Thrombin generation assays (TGA) were used in two experimental conditions to measure
epicatechin effect on microparticle procoagulant activity by following the thrombin formation kinetics.
First, MRP samples were incubated with increasing concentrations of epicatechin, as before, to evaluate
the anticoagulant impact of epicatechin. Second, PRP samples were incubated with epicatechin before
platelet stimulation by addition of 20 μM of the calcium ionophore A23187 (Sigma-Aldrich) that
promotes platelet activation and apoptosis [40]. Then, MRPs were prepared as described above, and
TGA were performed to evaluate the impact of epicatechin on the release of procoagulant microparticles
from platelets.

TGA were performed using a modified Calibrated Automated Thrombogram method developed
by Hemker [41], with a fluorometer (Fluoroscan Ascent, ThermoLab Systems, Franklin, TN, USA)
equipped with a dispenser. Briefly, in 96-well plates (Immulon 2HB, Waltham, MA, USA), 30 μL of
MRP samples was used as the source of phospholipids and TF. Then, 70 μL of a pool of normal plasma
from 10 healthy donors, 20 μL of fluorogenic substrate and CaCl2 (FluCa-Kit®, Thrombinoscope BV)
were added to the wells. In parallel, each sample was calibrated with Thrombin Calibrator® (Stago,
Asnières, France) and the same pool of normal plasma. The main parameter was the endogenous
thrombin potential (ETP, area under the curve). All tests were performed in duplicate with a maximum
difference <10% for ETP (nM.min) between curves. Raw data were analyzed using ThrombinoscopeTM

V5 (Thrombinoscope BV, Maastricht, The Netherlands).

2.6. Statistical Analysis

Statistical analyses were performed with the Prism software, version 6 (GraphPad software, Inc.,
La Jolla, CA, USA). Tests were two-sided, with a type I error set at α = 0.05. Continuous data were
presented as the mean ± standard deviation (SD). The statistical significance of differences between
classes was determined with ANOVA, or the Friedman test when the ANOVA conditions were not met
(normality and homoscedasticity verified with the Bartlett test), followed by the appropriate multiple
comparison post-hoc tests (Tukey–Kramer or Dunn test, respectively).

3. Results

3.1. PMP Phenotype by Flow Cytometry

Pre-incubation with epicatechin did not have any effect on PMP concentration (PMP/μL) in PRP
samples incubated with PBS (64,153 ± 45,388 for samples incubated with vehicle and 68,726 ± 41,966,
77,864 ± 49,161 and 59,841 ± 29,101 for samples incubated with 1 μM, 10 μM and 100 μM of epicatechin,
respectively), with the calcium ionophore (537,613 ± 481,651 PMP/μL for samples incubated with
vehicle and 683,474 ± 469,130, 551,204 ± 349,680 and 578,943 ± 375,997 for samples incubated with
1 μM, 10 μM and 100 μM of epicatechin, respectively) and with TRAP (100,870 ± 97,521 PMP/μL for
samples incubated with vehicle and 117,215 ± 68,917, 101,101 ± 46,059 and 111,693 ± 76,321 for samples
incubated with 1 μM, 10 μM and 100 μM of epicatechin, respectively). The concentrations of the two
PMP populations (small and large) were not modified by pre-incubation with epicatechin, in all tested
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conditions. Of note, the inter-individual variability of PMP concentration was high, as indicated by the
coefficient of variation of 70%.

On the other hand, epicatechin influenced the expression of CD62P at the PMP surface. When
PRP was incubated with PBS, the percentage of CD62P-positive PMP decreased from 20.5 ± 13.7 in
samples incubated with vehicle to 15.1 ± 10.4 (p < 0.05), 18.6 ± 11.5 (p = 0.34) and 15.3 ± 9.3 (p < 0.05)
in samples incubated with 1 μM, 10 μM and 100 μM of epicatechin, respectively. The percentage of
small and large CD62P-positive PMP also was modified: 13.4 ± 10.5 versus 7.8 ± 9.3 (p < 0.05), 9.3 ± 8.6
(p = 0.17), 7.4 ± 6.7 (p < 0.05) for small PMP, and 21.4 ± 14.3 versus 16.1 ± 9.5 (p < 0.05), 19.6 ± 12.3
(p = 0.16), 16.6 ± 9.7 (p < 0.05) for large PMP in samples incubated with vehicle versus 1 μM, 10 μM and
100 μM epicatechin, respectively. When PRP samples were incubated with the calcium ionophore or
TRAP, the percentage of CD62P-positive PMP remained stable (31.4 ± 17.2 to 34.4 ± 11.9, and 13.0 ± 9.6
to 13.4 ± 9.5 for samples pre-incubated with vehicle and 100 μM epicatechin followed by calcium
ionophore and TRAP, respectively), without any impact on the two sub-populations (small and large).

Epicatechin did not have any effect on the expression of PS (bound to annexin V), a driving
force of the coagulation propagation phase. PS-positive PMP concentration (per μL) remained stable
after incubation of PRP samples with PBS (51,136 ± 32,617 for samples incubated with vehicle and
57,889 ± 33,060, 64,977 ± 42,499 and 49,983 ± 25,245 for samples incubated with 1 μM, 10 μM and
100 μM epicatechin, respectively), with the calcium ionophore (471,828 ± 317,764 for samples incubated
with vehicle and 571,121 ± 367,628 for samples incubated with 100 μM epicatechin) and with TRAP
(84,045 ± 89,370 for samples incubated with vehicle and 81,023 ± 42,741 for samples incubated with
100 μM epicatechin). After incubation with the calcium ionophore and TRAP, PS-positive PMP
concentration remained stable also in the two sub-populations.

Epicatechin influenced the expression of CD42b (glycoprotein Ib) that participates in the
coagulation process. After incubation with PBS, CD42b-positive PMP concentration (PMP/μL)
decreased from 20743 ± 24985 in samples incubated with vehicle to 14,939 ± 14,333 (p = 0.6),
21,366 ± 16,949 (p = 0.9) and 15,425 ± 9953 (p < 0.05) in samples incubated with 1 μM, 10 μM and
100 μM epicatechin, respectively (Figure 1A). This decrease was mainly explained by the reduction in
the concentration of CD42b-positive PMPs in the small subpopulation, from 1350 ± 1234 (in samples
incubated with vehicle) to 783 ± 488 (p < 0.05) (in samples incubated with 100 μM epicatechin)
(Figure 1B), while the large CD42b-positive PMP subpopulation remained stable.

Figure 1. Impact of epicatechin on the concentration of platelet microparticles (PMPs) that express
glycoprotein Ib. (A) Total PMP population. (B) Small PMP subpopulation. * Significant effect of intensity.

After incubation with the calcium ionophore or TRAP, the concentration of CD42b-positive
PMPs was comparable in samples pre-incubated with vehicle and epicatechin. The changes in
CD42b-positive PMP levels in the small subpopulation were associated with a decrease in the median
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CD42b fluorescence signal from 85 ± 77 in samples incubated with vehicle to 45 ± 50 (p < 0.01),
61 ± 40 (p < 0.5) and 46 ± 45 (p < 0.5) in samples incubated with 1 μM, 10 μM and 100 μM epicatechin,
respectively (Figure 2).

Figure 2. Impact of epicatechin on glycoprotein Ib expression at the surface of small PMPs. *, **
Significant effect of intensity.

In all experimental conditions, incubation with epicatechin induced an imbalance in the small to
large PMP ratio (%). After incubation with PBS, this ratio decreased from 9.4 ± 5.6 in samples incubated
with vehicle to 8.3 ± 5.3 (p = 0.9), 6.8 ± 5.1 (p < 0.01) and 6.4 ± 4.5 (p < 0.05) in samples incubated with
1 μM, 10 μM and 100 μM epicatechin, respectively. After incubation with the calcium ionophore, this
ratio decreased from 31.9 ± 15.6 in samples incubated with vehicle to 25.7 ± 14.8 (p < 0.01), 26.9 ± 16.1
(p < 0.05) and 24.9 ± 10.8 (p < 0.05) in samples incubated with 1 μM, 10 μM and 100 μM epicatechin,
respectively. After PRP incubation with TRAP, the ratio dropped from 20.3 ± 32.8 in samples incubated
with vehicle to 11.0 ± 8.2, 8.7 ± 8.2 and 6.4 ± 4.8 (p < 0.05) in samples incubated with 1 μM, 10 μM and
100 μM epicatechin, respectively.

3.2. Epicatechin Effect on Microparticle-Induced Coagulation

Epicatechin influenced microparticle concentration when their procoagulant activity in response
to phospholipids was assessed using the ZymuphenTM MP activity kit. PS-positive microparticle
concentration (nM PS) decreased from 5.6 ± 2.0 in samples incubated with vehicle to 5.1 ± 2.2 (p = 0.5),
4.5 ± 1.5 (p < 0.05) and 4.7 ± 2.0 (p < 0.05) in samples incubated with 1, 10 and 100 μM epicatechin,
respectively (Figure 3A).

No impact of epicatechin on TF-positive microparticle concentration (pg/mL) was observed when
the procoagulant activity was induced by TF and assessed using the ZymuphenTM MP-TF kit: 2.0 ± 0.8
in samples incubated with vehicle, and 2.0 ± 0.9 (p = 0.9), 1.8 ± 0.8 (p = 0.9) and 1.9 ± 0.8 (p = 0.9) in
samples incubated with 1, 10 and 100 μM epicatechin, respectively (Figure 3B).

Epicatechin influenced TGA performed with MRP as source of phospholipids and TF. ETP (nM.min)
decreased from 586± 302 in samples incubated with vehicle to 509± 226 (p= 0.3), 512 ± 270 (p= 0.3) and
445 ± 283 (p < 0.05) in samples incubated with 1, 10 and 100 μM epicatechin, respectively (Figure 4A).
Thrombin peak (nM) also decreased from 9 ± 6 in samples incubated with vehicle to 7 ± 5 (p = 0.2),
7 ± 5 (p = 0.4) and 6 ± 5 (p < 0.05) in samples incubated with 1, 10 or 100 μM epicatechin, respectively
(Figure 4B). Thrombin activation kinetics tended to change, but not significantly. Specifically, lag time
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and time to peak ranged from 40.2 ± 19.5 and 69 ± 32 in samples incubated with vehicle to 53.1 ± 25.2
and 88 ± 38 in samples incubated with 100 μM epicatechin, respectively.

In calcium-stimulated PRP, ETP decreased from 779 ± 246 in samples incubated with vehicle to
739 ± 243 (p < 0.05), 774 ± 257 (p = 0.4) and 708 ± 268 (p < 0.001) in samples incubated with 1, 10 and
100 μM epicatechin, respectively (Figure 5A). Thrombin peak also decreased from 65 ± 34 in samples
incubated with vehicle to 60 ± 33 (p < 0.05), 68 ± 33 (p = 0.6) and 64 ± 41 (p < 0.05) in samples incubated
with 1, 10 and 100 μM epicatechin, respectively (Figure 5B). Thrombin activation kinetics were similar
in all experimental conditions, with a lag time of about 15 min and a time to peak of about 22 min.

These data showed that 100 μM epicatechin can inhibit microparticle-mediated coagulation
without affecting the lag time of thrombin generation.

Figure 3. Effect of epicatechin on the concentration of microparticles (MPs) that express
(A) phosphatidylserine (PS) and (B) tissue factor (TF). * Significant effect of intensity.

Figure 4. Effect of epicatechin on thrombin generation in microparticle-rich plasma. (A) Endogenous
thrombin potential (ETP). (B) Thrombin peak. * Significant effect of intensity.
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Figure 5. Effect of epicatechin on thrombin generation in microparticle-rich plasma after microparticle
release stimulation by incubation with the calcium ionophore. (A) Endogenous thrombin potential
(ETP). (B) Thrombin peak. *, *** Significant effect of intensity.

4. Discussion

There is strong evidence of the antiplatelet effects of dietary polyphenols, and it is suggested that
polyphenols may have an impact on microparticles [42]. The present study investigated epicatechin role
in microparticle formation and procoagulant potential that plays a key role in CVD (Figure 6) [43,44].

 

Figure 6. Overview of the impacts of epicatechin on microparticles.

Our findings show that overall, epicatechin does not influence the concentration of PMPs, which
were identified by labeling with the constitutive platelet receptor CD41a, even after platelet activation
by agonists, such as TRAP or a calcium ionophore. However, some PMP sub-populations seem to
be affected by epicatechin. Indeed, the percentage of total (small and large) P-selectin-expressing
PMPs decreased, while PS expression was unchanged. The expression of GpIb at the PMP surface,
particularly in small PMPs, was reduced already by incubation with 1 μM of epicatechin. Epicatechin
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also generated an imbalance between large and small GpIb-positive PMPs, following stimulation with
the calcium ionophore, by increasing the large microparticle fraction.

There is evidence that microparticles smaller than 0.5μm have specific properties, such as inhibition of
the collagen/adenosine-diphosphate-mediated formation of platelet thrombi [45]. The epicatechin-induced
decrease in GpIb-positive microparticles could impair their reactivity to thrombin and von Willebrand
factor [46], and might have a direct impact on myocardial infarction pathogenesis [47]. Furthermore,
epicatechin effect from 1 μM on P-selectin-expressing PMPs could have a beneficial effect on the risk of
major adverse cardiovascular events after myocardial infarction [48,49], probably because of P-selectin
role in thrombosis and in the recruitment of leukocytes in inflammation [50,51].

Microparticles are procoagulant factors due to their membrane that supports the coagulation
enzymatic cascade. This property is reinforced by anionic phospholipids (e.g., PS) and TF, the main
coagulation activator [52]. Here, we observed a functional impact of epicatechin on microparticle
procoagulant role. Specifically, incubation with epicatechin reduced their phospholipid-mediated
procoagulant activity (from 10 μM of epicatechin), but not the activity mediated by TF. Interestingly,
TGA, which uses microparticles as phospholipid source and TF to trigger coagulation, is decreased
by epicatechin. These data seem to demonstrate that epicatechin can inhibit microparticle-mediated
coagulation by affecting the number and phenotype of the released microparticles, and/or the enzymatic
reaction of coagulation.

Several studies have shown that initiation of thrombin generation is mainly supported by
microparticles derived from monocytes, and not by PMPs [53,54]. However, PMPs contribute to
clot propagation and to prothrombotic activities after initiation [55], Surprisingly, we found that
PS-expressing PMPs were not modified by epicatechin. It was previously reported that epicatechin can
inhibit thrombin activity [56,57]. This could explain the effect on the procoagulant activity mediated
by phospholipids and on thrombin generation, and the absence of effect on the procoagulant action
mediated by TF. Taken together, these data support epicatechin interest in CVD through its action
on microparticles (PMP generation and size/properties) and on thrombin generation. Its capacity to
modulate microparticles could contribute to its health protective effects [58].

This study has some limitations. Ottaviani et al. showed that among the stereoisomers of
flavan-3-ol, (-)-epicatechin is the one with the highest bioavailability [59]. It would also be interesting
to explore the effect of long-term in vivo exposure to lower concentrations of epicatechin, instead of
short in vitro exposure to higher concentrations [60]. In vivo, epicatechin is present in the plasma as
conjugated derivatives, resulting from phase II metabolism occurring after its intestinal absorption [61].
More studies are needed to thoroughly assess the bioactivity of epicatechin metabolites at physiologically
relevant concentrations that we could not perform because they are not available yet. This is an in vitro
study that must be completed by mechanistic investigations.

In conclusion, we demonstrated that epicatechin positively affects microparticle generation,
phenotype and procoagulant properties, particularly PMPs. Given microparticle importance in CVD
and the major complications of CVD, these data open new perspectives on how epicatechin can affect
coagulation that deserve to be confirmed in in vivo studies.
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Appendix A

Figure A1. Study flow diagram describing the cytometry analysis of microparticles. TRAP: thrombin
receptor activating peptide; PBS: phosphate buffered saline.
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Résumé 

La structure et la fonction du caillot de fibrine sont des déterminants majeurs des 

maladies thromboemboliques. En effet, un caillot de fibrine de structure altérée 

est régulièrement rapporté chez les patients atteints de complications 

thrombotiques artérielles ou veineuse. Le but de l'étude était de déterminer 

l'impact de l'épicatéchine, un flavonoïde appartenant au flavan-3-ols ayant des 

effets protecteurs cardiovasculaires, sur la structure et la perméabilité du caillot 

de fibrine.  

Des échantillons de plasma provenant de 12 sujets sains ont été incubés avec des 

concentrations croissantes d'épicatéchine allant de 1 à 100 μM. La turbidité du 

caillot de fibrine a été analysée par mesure de l'absorbance à 405 nm. La 

nanostructure du caillot de fibrine a été déterminée par spectrophotométrie à 

balayage (longueur d'onde de 500 à 800 nm) et la taille des fibres de fibrine par 

microscopie électronique. Le test de perméabilité, évaluant la capacité 

d’écoulement à travers un caillot de fibrine, a permis d’analyser les propriétés 

fonctionnelles de ce dernier.  

L'ajout in vitro d'épicatéchine à la concentration de 10 μM a augmenté l'absorbance 

maximale du caillot de fibrine, passant de 0,34 ± 0,066 (véhicule) à 0,35 ± 0,072 

(p <0,05). L'épicatéchine à 10 μM a augmenté le rayon de la fibre de fibrine (nm) 

de 109,2 ± 3,2 (véhicule) à 108,9 ± 4,3 (p = 0,9), 110,0 ± 3,6 (p <0,05) et 109,5 

± 3,3 (p = 0,4), et la distance entre les protofibrilles (nm) de 22,2 ± 1,5 (véhicule) 

à 22,1 ± 2,3 (p = 0,9), 22,6 ± 1,8 (p <0,05) et 22,3 ± 1,8 (p = 0,9) pour 1, 10 
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et |���}���'épicatéchine respectivement. La microscopie électronique a confirmé 

ces changements pour les concentrations 1 μM et 10 μM alors que l’on ne retrouvait 

pas d’impact de l’épicatéchine à très forte concentration. La perméabilité du caillot 

de fibrine, exprimée par la constante de Darcy (Ks, cm²), est passée de 2,97 ± 

1,17 (véhicule) à 3,36 ± 1,21 (P <0,05), 3,81 ± 1,41 (P <0,01) et 3,38 ± 1,33 (P 

= 0,9).  

Au final, l'épicatéchine, essentiellement à la concentration de 10 μM, impacte la 

structure du caillot de fibrine le rendant moins dense avec des fibres plus épaisses 

et des pores plus larges. Cela a engendré d’un point de vue fonctionnel une 

perméabilité accrue du caillot dont la conséquence classiquement décrite est une 

augmentation de la sensibilité à la lyse.  
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��31	+6.7-IKHMV-Y+-.1-3,D7-IKIKG-1231-63<-3��.41-����/-4,�1-�T/:3	-.1-3,D7-
IKKMG7-/.E-.9�:./4.-	2�E	-1231-.��431.42�/-43/-3,	�-��	�1�9.,<-3��.41-3,,-

8 ?���.	��/:�/0-3+12��D-�.�9�4.-:’U.́631�,�0�.-���,�0�W+.7-?UT-A	13�/07-H-�,34.-�+4�.-.1-@3<6�/:-�+��347-P�KK�7-?,.�6�/1N*.��3/:7-*�3/4.D
%����
�������$
1	�/.0�.�42+N4,.�6�/1�.��3/:D��-�
D-��/.0�.GD

?�/1./1	-,�	1	-393�,3�,.-31-�4�./4.���.41-

A+���.3/-=�+�/3,-��-;23�634�,�0<-
journal homepage: www.elsevier.com/locate/ejphar 
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2.6�	13	�	- 	130.	D- 5/:..:7- �1- 23	- �../- �.���1.:- 1231- .��431.42�/- :.N
4�.3	.	-�,31.,.1-300�.031��/7-23	-3/-3/1�4�30+,3/1-.��.417-3/:-:�	�,3<	-
���N����/�,<1�4-341�9�1<D-
2�	-	+00.	1	-3-���6�	�/0-��,.-�/-12.-��.9./1��/-
��- 12.- 12��6��0./�4�1<-��- 312.��	4,.��1�4-�,3W+.	- ����+N�030- .1- 3,D7-
IKKHV-��/.0�.-.1-3,D7-IKHRGD-A��431.42�/-6�021-3,	�-�/2���1-12.-341��/-��-
12��6��/- �>�C3�- .1- 3,D7- IKH�V-�JJ�43��.::�- .1- 3,D7- IKKPG- 1231- E�12-
����/�0./7-�	-3-�.<-6�,.4+,.-�/-����/-4,�1-���631��/-3/:-	1�+41+�.D-
�-
12.-�.	1-��-�+�-�/�E,.:0.7-/�-	1+:<-23	-3		.		.:-E2.12.�-.��431.42�/-
43/-6�:+,31.-����/-4,�1-	1�+41+�.-3/:-�+/41��/D-
2+	7-12.-3�6-��-12�	-
	1+:<-E3	- 1�-:.1.�6�/.-.��431.42�/-.��.41-�/-12.-����/-4,�1-	1�+41+�.-
.93,+31.:-�<-1+���:�1<7-.,.41��/-6�4��	4��<-3/:-�.�6.3��,�1<-3		3<	D-

� ������������	������	�

7898 ���:��	�


E.,9.-2.3,12<-9�,+/1..�	7-Q-E�6./-3/:-L-6./-�6.3/-30.�-��-<.3�	-
�IK–�P�G7-E.�.-./��,,.:- �/-IKHM-1�-���9�:.-�,��:-	36�,.	D-AO4,+	��/-
4��1.��3-E.�.-2�	1��<-��-�,..:�/0-3/:-12��6��.6��,�	67-�/0��/0-3/1�N
�,31.,.1- :�+0- ��- 3/1�4�30+,3/1- 12.�3�<7- 3/:- 3�/��63,- �,��:- 4�+/1	-
�/4,+:�/0- 12��6��4<1��./�3-<HLK-���- 3/:- 4�30+,31��/- :�	1+��3/4.	-
�����/�0./- <IDK- 0��7- ���12��6��/- 1�6.- >HLDL- 	7- 341�931.:- �3�1�3,-
12��6���,3	1�/-1�6.->�K-	GD-�,,-.O�.��6./1	-E.�.-�.����6.:-�/-344��N
:3/4.-E�12-12.-*�./42-,3E	-3/:-3����9.:-�<-12.-.12�4	-4�66�11..-��-12.-
+/�9.�	�1<-2�	��13,-��-?,.�6�/1N*.��3/:-�?�6�1.́-:.-;��1.41��/-:.	-;.�N
	�//.	-�+:NA	1-�57-�.�D-�TQPLGD-5/���6.:-4�/	./1	-E.�.-��13�/.:-���6-
3,,-2+63/-�3�1�4��3/1	-��-12�	-	1+:<D-

7878 �����
��;����
���
;����
;��;���	���


>,��:- E3	- 4�,,.41.:- �<- 9./��+/41+�.- �/- KDHKR- - 4�1�31.- 1+�.	-
�>.4�1�/-��4��/	�/7-,.-;�/1-:.-?,3�O7-*�3/4.G-3�1.�-:�	43�:�/0-12.-��	1-
�.E- 6�,,�,�1.�	D- ;,31.,.1N����- �,3	63- �;;;G- E3	- ��.�3�.:- �<- :�+�,.-
4./1���+031��/-�ILKK-07-IH-◦?-���-HL-6�/G-E�12-3/-�/1.�6.:�31.-	1.�-��-
�,3	63-:.43/131��/7-344��:�/0-1�-12.-5/1.�/31��/3,-��4�.1<-�/-
2��6N
��	�	-3/:-U3.6�	13	�	-�5�
UG-0+�:.,�/.	-��+�4�66�11..-�/-?�/1��,-��-
�/1�4�30+,31��/-��-12.-��?-��-12.-5�
U7-IKHHGD-;;;-	36�,.	-E.�.-	1��.:7-
31-−MK- ◦?-+/1�,- 1.	1�/0- �,.		- 123/-�-6�/12GD->.���.- 12.- .O�.��6./1	7-
���J./-�,3	63-	36�,.	-E.�.-123E.:-�/-3-E31.�-�312-31-�Q-◦?-���-L-6�/D-

�-	1�4�-	�,+1��/-��-.��431.42�/-�HIDL-6-�/-��BG-E3	-:�,+1.:-E�12-
�2�	�231.-�+��.�.:-	3,�/.-1�-KDH7-H-3/:-HK-6-E����/0-	�,+1��/	-1231-
E.�.-+	.:-1�-	+��,.6./1-12.-�,3	63-	36�,.	-1�-�.342-12.-13�0.1-4�/N
4./1�31��/	-��-H7-HK-3/:-HKK-μ-E�12-3-4�/	13/1-H�HKK-:�,+1��/D-�/-
.W+�93,./1-9�,+6.-��-9.2�4,.-E3	-3::.:-1�-12.-�3	.,�/.-	36�,.	-E�12�+1-
.��431.42�/D->.���.-.342-.O�.��6./17-�,3	63- 	36�,.	-E.�.- �/4+�31.:-
E�12-.��431.42�/-31-�Q-◦?-���-HK-6�/D-

78<8 =������	"
����"


?,�1-���631��/-��/.1�4	-E3	-6�/�1��.:-�/-RPNE.,,-�,31.	-E�12-3-F31-

��11�6-���.�/.�->��NB/.GD-�	-:.	4���.:-�<-;�.1.�	-.1-3,D-�IKHMG7-�,3	63-
E3	-:�,+1.:-�/-�+��.�-��/3,-:�,+1��/-�-�-HKG-3/:-4�30+,31��/-E3	-�/�1�31.:-
�<-3::�/0-12��6��/-3/:-43,4�+6-31-12.-�/3,-4�/4./1�31��/-��-KDL-�5U-
T�6,-3/:-HL-67-�.	�.41�9.,<D-��1.�-	1����/07-3�	���3/4.-E3	-6.3	+�.:-
31-�Q-◦?-�/-3-	�.41���2�1�6.1.�-���3��7-
.43/7-�E�1J.�,3/:G-31-�KL-/6-
.9.�<-HK-	-���-HIK-6�/D-
2.-63�/-�3�36.1.�	-E.�.-12.-,30-1�6.-����6-12.-
	13�1- 1�- E2./- 3�	���3/4.- �/4�.3	.:- KDKHL- ���6- �3	.,�/.G7- 12.- 	,��.-
43,4+,31.:-31-12.-6�:���/17-3/:-12.-63O�6+6-3�	���3/4.D-�,,-1.	1	-E.�.-
�.����6.:-�/-:+�,�431.-E�12-3-4�.��4�./1-��-93��31��/-<L�D-

78�8 ������
>���
�����	���	���
����"���



2.-����/- 4,�1- /3/�	1�+41+�.- E3	- �/9.	1�031.:- �<- 	43//�/0- 	�.4N
1��6.1�<-3	-:.	4���.:-�<-�.��6�/32�	-.1-3,D-�IKHKGD->��.F<7-����/-4,�1	-
E.�.-���6.:-�/-RPNE.,,-�,31.	-E�12-3-F31-��11�6-���.�/.�->��NB/.G-���6-
:�,+1.:-�,3	63-�H-�-PG-1�-E2�42-12��6��/-3/:-43,4�+6-E.�.-3::.:-31-12.-
�/3,- 4�/4./1�31��/-��- KDL-�5U-T�6,- 3/:- HK-67- �.	�.41�9.,<D-��1.�-
�/4+�31��/-31-�Q-◦?-���-RK-6�/7-4,�1	-E.�.-	43//.:-�9.�-E39.,./012	-
�3/0�/0-���6-LKK-1�-MKK-/67-.9.�<-H-/6-���3��GD-5/-�3�3,,.,7-�/-��:.�-1�-
	1+:<-12.-	�.4��4-��,.-��-12��6��/7-12.-4,�1-E3	-3,	�-���6.:-�/-12.-	36.-
E3<-�<-�.�,34�/0-12��6��/-E�12-�.�1�,3	.-�KDL->31��O���/.-T�6,V-�130�7-
��	/�.̀�.	7-*�3/4.GD-
2.-���63�<-./:���/1	- �/4,+:.:- 12.-39.�30.-��.�-
�3:�+	7-/+6�.�-��-���1�����,	-�/-��.�	7-3/:-:�	13/4.-�.1E../-��.�	D-�,,-
1.	1	-E.�.-�.����6.:-�/-1���,�431.-E�12-3-4�.��4�./1-��-93��31��/-<L�D-

78?8 %���	���
�������;"



2.- �,3	63- 4,�1- 	1�+41+�.- E3	- 3/3,<J.:- �<- .,.41��/- 6�4��	4��<D-
?,�1	-E.�.- ���6.:-�<-3::�/0-12��6��/-3/:-43,4�+6-31- 12.-�/3,-4�/N
4./1�31��/-��-KDQ-�5U-T�6,-3/:-HL-67-�.	�.41�9.,<7-�/-12.-��.	./4.-��-
�/4�.3	�/0-�/3,-4�/4./1�31��/	-��-.��431.42�/D-?,�1	-E.�.-E3	2.:-E�12-

>�-���-I-2-3/:-�O.:-�/-I�-0,+13�3,:.2<:.-31-IK-◦?-���-I-2-3/:-0�3:+3,,<-
:.	�4431.:D-
2./7-4,�1	-E.�.-	�+11.�-4�31.:-E�12-HK-/6-0�,:N�3,,3:�+6-
�=*?NH�KK7- =AB�7-
��<�7- =3�3/G- 3/:- .O36�/.:-E�12- 3/- .,.41��/-6�N
4��	4��.- �=�NPKPK��7- =AB�GD- AO�.��6./1	- E.�.- �.����6.:- �/-
:+�,�431.D-

78@8 ������
���	
;��������	"


*����/-4,�1-�.�6.3��,�1<-E3	-1.	1.:-+	�/0-3-��.		+�.N:��9./-	<	1.67-3	-
:.	4���.:-�<-;�.1.�	-.1-3,D-�IKHIGD->��.F<7-����/-4,�1	-E.�.-���6.:-�/-3-
1+�.-���6-HKK-μ,-��-�,3	63-�<-3::�1��/-��-HK-μ,-��-341�931��/-6�O1+�.-
4�/13�/�/0-12��6��/-3/:-43,4�+6-31-12.-�/3,-4�/4./1�31��/-��-HDK-�5U-
T�6,- 3/:- IK- 67- �.	�.41�9.,<D- ��1.�- �/4+�31��/- 31- �Q- ◦?- �/- 3- E.1-
4236�.�-���-I-27-1+�.	-4�/13�/�/0-4,�1	-E.�.-4�//.41.:-1�-3-�.	.�9���-
4�/13�/�/0-
��	NU?�-�+��.�-�KDKL--
��	NU?�7-KDHK-�3?,7-�U-QDLGD-��1.�-
3/-�/�1�3,-E3	27-12.-9�,+6.-��-�+��.�-1231-�3		.:-12��+02-12.-4,�1	7-+/:.�-
4�/	13/1-��.		+�.-��-46-UIBG7-E3	-6.3	+�.:-���-I-2D-
2.-�.�6.3��,�1<-
4�.��4�./1-�S	V-46IG7-E2�42-�.F.41	-12.-����/-/.1E���-�/-12.-4,�1-3/:-
�3�1�4+,3�,<-12.-���.-	�J.7-E3	-:.1.�6�/.:-+	�/0-�3�4<’	-,3E�-S	-= Y-O-�-

������� 56�341-��-.��431.42�/-�/-1+���:�1<-�3�36.1.�	-��-����/-4,�1	D-
�D �30-1�6.-�	GD->D-3O�6+6-3�	���3/4.-31-�KL-/6D-?D-@31.-��-3�	���3/4.-�	−HGD-��7-/�1-	�0/��43/17-8;-< KDKL-4�6�3�.:-E�12-9.2�4,.D
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�������
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O-η��1-× �-× Δ�G7-E2.�.-Y-�	-12.-9�,+6.-��-�+��.�-4�,,.41.:-�/-1�6.-17-�-�	-
12.-����/-4,�1-,./0127-η �	-12.-,�W+�:-9�	4�	�1<7-�-�	-12.-4��		N	.41��/3,-
3�.3- ��- 12.- 4,�1- 4�/13�/.�7- 3/:-Δ�- 12.-��.		+�.- :���D- �,,- 1.	1	- E.�.-
�.����6.:-�/-W+3:�+�,�431.-E�12-3-4�.��4�./1-��-93��31��/-<HK�D-

78A8 �	�	��	����
����"���


�131�	1�43,-3/3,<	.	-E.�.-�.����6.:-E�12-12.-;��	6-	��1E3�.7-9.�	��/-
P-���3�2;3:-	��1E3�.7-5/4D7-�3-=�,,37-T��GD-
.	1	-E.�.-1E�N	�:.:7-E�12-3-
1<�.-5-.����-	.1-31-α = KDKLD-�313-E.�.-��.	./1.:-3	-6.3/-± 	13/:3�:-
:.9�31��/- ��D�DGD- 
2.- 	131�	1�43,- 	�0/��43/4.- ��- :���.�./4.	- �.1E../-
4,3		.	-E3	-:.1.�6�/.:-E�12-��B��-��-12.-*��.:63/-1.	17-��,,�E.:-�<-
12.-3�������31.-6+,1��,.N4�6�3��	�/-��	1N2�47-
+�.<NS�36.�-��-�+//-
1.	1D-

�� ���
���
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2.- 1+���:�1<-��/.1�4-3/3,<	�	-�<-6.3	+��/0-3�	���3/4.-�9.�- 1�6.-
3�1.�-�/4+�31��/-��-/�1-E�12-.��431.42�/-�*�0D-HG-�/:�431.:-1231-12.-6.3/-
63O�6+6- 3�	���3/4.- 31- �KL- /6- �/4�.3	.:- ���6- KD��- ± KDKPP- ���-
9.2�4,.-1�-KD�L-± KDKQQ-�;-= KDHKG7-KD�L-± KDKQI-�;-< KDKLG7-3/:-KD��-±

KDKPL-�;-= KDLG-���-H-μ7-HK-μ-3/:-HKK-μ-.��431.42�/7-�.	�.41�9.,<D-
A��431.42�/-:�:-/�1-239.-3/<-.��.41-�/-,30-1�6.-��/-	G-�M�DK-± �PDQ-���-
9.2�4,.-9.�	+	-MLDH-± �KD�-�;-= KDRRG7-QLDK-± �PDQ-�;-= KDQQG7-PPDR-±
��DM-�;-= KD��G�-3/:-�/-3�	���3/4.-�31.-�	−HG-�IDK-± HDH-���-9.2�4,.-
9.�	+	-IDK-± HDH-�;-= KDRRG7-IDK-± HD�-�;-= KDRRG-3/:-IDI-± HDI-�;-=
KDPIG7-���-H-μ7-HK-μ-3/:-HKK-μ-.��431.42�/7-�.	�.41�9.,<�D-

<878 %;���	�����
�;��	
��
>����
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�����	���	���


�/3,<	�	- ��- 12.- ����/- ��.�- /3/�	1�+41+�.- 12��6��/N�/:+4.:- �<-
3�	���3/4.- 6.3	+�.6./1- 3�1.�- �/4+�31��/- ��- /�1- E�12- .��431.42�/-
�*�0D-IG-	2�E.:-1231-12.-����/-��.�-�3:�+	-�/6G-�HKRDH-± �DI-���-9.2�4,.-
9.�	+	-HKMDR-± �D�-�;-= KDRRG7-HHKDK-± �DP-�;-< KDKLG-3/:-HKRDL-± �D�-
�;-= KD�HG�-3/:-12.-:�	13/4.-�.1E../-���1�����,	-�/6G-�IIDI-± HDL-���-
9.2�4,.-9.�	+	-IIDH-± ID�-�;-= KDRRG7-IIDP-± HDM-�;-< KDKLG-3/:-IID�-±
HDM-�;-= KDMPG-���-H-μ7-HK-μ-3/:-HKK-μ-.��431.42�/7-�.	�.41�9.,<�-
E.�.- 	�0/��43/1,<- �/4�.3	.:- �/,<- �/- 	36�,.	- �/4+�31.:- E�12- HK- μ-
.��431.42�/D- 
2.- ���1.�/- 63		- 4�/4./1�31��/- ��3D46−�G- E3	- 	�0/��N
43/1,<-:.4�.3	.:-�/,<-3�1.�-�/4+�31��/-E�12-HK-μ-.��431.42�/-��DK-±
KD�-���-9.2�4,.-9.�	+	-�DK-± KDQ-�;-= KDMRG7-IDM-± KD�-�;-< KDKLG-3/:-IDR-
± KD�-�;-= KDR�G-���-H-μ7-HK-μ-3/:-HKK-μ-.��431.42�/7-�.	�.41�9.,<�7-
E2.�.3	- 12.-/+6�.�-��-���1�����,	-E3	- 	�6�,3�- �/-3,,- 4�/:�1��/	- ��.N
1E../-QL-3/:-QQGD-

������ 56�341-��-.��431.42�/-�/-12.-/3/�	1�+41+�.-��-3-12��6��/N�/:+4.:-����/-4,�1D-
�D *��.�-�3:�+	-�/6GD->D-��	13/4.-�.1E../-���1�����,	-�/6GD-?D-;��1�����,-/+6�.�D-�D-;��1.�/-63		-4�/4./1�31��/-��3D46−�GD-��7-/�1-	�0/��43/17-8;-< KDKL-4�6�3�.:
E�12-9.2�4,.D
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��- �6�341-��- .��431.42�/-�/- 12.- 	1�+41+�3,-�3�36.1.�	-��- 12.-4,�1-
�.�1�,3	.N�/:+4.:-E3	-��+/:-E231.9.�-12.-4�/4./1�31��/-�*�0D-�GD-
2.	.-
�.	+,1	-	+����1-3/-�6�341-��-.��431.42�/-�/-12.-	1�+41+�.-��-12.-����/-
4,�1-12��+02-�1	-341��/-�/-12��6��/D-


2.-�,3	63-4,�1-	1�+41+�3,-3/3,<	�	-�<-.,.41��/-6�4��	4��<-3�1.�-�/N
4+�31��/-��-/�1-E�12-.��431.42�/-�*�0D-�G-	2�E.:-1231-12.-��.�-:�36.1.�-
�/-= HKK-��.�	�4�/:�1��/G-E3	-�/4�.3	.:-3�1.�-�/4+�31��/-E�12-H-μ-3/:-
HK-μ- .��431.42�/�-MHDQ-± H�DK- ���-9.2�4,.-9.�	+	-MMDR-± HKDR- �;-<
KDKHG7-RLDL-± HIDK-�;-< KDKKHG-3/:-QMDL-± HIDR-�;-= KD�QG-���-H-μ7-HK-
μ-3/:-HKK-μ-.��431.42�/7-�.	�.41�9.,<D-

<8<8 �;��	
�B
�;���	�����
��
>����
���	
;��������	"



2.- ���.- 	�J.- E�12�/- ����/- 4,�1	- E3	- .	1�631.:- �<- 6.3	+��/0-
�.�6.3��,�1<-�S	V-46IG-3�1.�-�/4+�31��/-��-/�1-E�12-.��431.42�/-�*�0D-LGD-
;.�6.3��,�1<-E3	-	�0/��43/1,<-�/4�.3	.:-3�1.�-�/4+�31��/-E�12-H-μ-3/:-
HK-μ- .��431.42�/�-IDRQ-± HDHQ- ���-9.2�4,.-9.�	+	-�D�P-± HDIH- �;-<
KDKLG7-�DMH-± HD�H�;-< KDKHG-3/:-�D�M-± HD��-�;-= KDRRG-���-H-μ7-HK-μ-
3/:-HKK-μ-.��431.42�/7-�.	�.41�9.,<D-

�� ����
�����

?3�:��93	4+,3�-:�	.3	.	-3/:-9./�+	- 12��6��.6��,�	6-3�.-,.3:�/0
43+	.	-��-:.312-E��,:E�:.D-
2.�.-�	-0��E�/0-.9�:./4.-1231-12.-����/-4,�1-
3�42�1.41+�.- �	- 3-63C��- :.1.�6�/3/1-��- 3�1.��3,- 3/:- 9./�+	- 12��6��N
.6��,�4-:�	.3	.	-3/:-4�+,:-�.��.	./1-3/-.		./1�3,-�3�36.1.�-�/-�31�./1-
6�/�1���/0-�T/:3	-3/:-���.̈/	7-IKHHGD-
2.-��.	./1-	1+:<- �/9.	1�031.:-
.��431.42�/-.��.41-�/-����/-4,�1-	1�+41+�.-3/:-�+/41��/D-A��431.42�/-�	-3-
63C��-F39�/��:-4�6��+/:-E�12-.O1./	�9.,<-:�4+6./1.:-43�:��93	4+,3�-

���1.41�9.-.��.41	-�Y+-.1-3,D7-IKIKGD-*.E-��.9��+	-	1+:�.	-.O36�/.:-12.-
�6�341-��-�12.�-F39�/��:	-�.D0D-F39�/�,	-3/:-F39�/.	G-�/-����/-4,�1-3/:-
�.���1.:-3/-�/2���1��<-.��.41-�/-12.-��,<6.�-���631��/-�<-1+���:�6.1�<-
3/:-6�4��	4��<-3/3,<	.	D-?�/9.�	.,<7-/�-�/���631��/-E3	-393�,3�,.-�/-
.��431.42�/-�?2��-.1-3,7-IKHL37-IKHL�7-IKHL4GD-

B+�-1+���:�1<-:313-�/:�431.-1231-.��431.42�/-�/4�.3	.	-12.-63O�6+6-
3�	���3/4.7- �+1- :�.	- /�1- 3��.41- 12.- 3�	���3/4.- �31.D- 
2.- 63O�6+6-
3�	���3/4.-93,+.-	2�+,:-�.F.41-4,�1-0��E12-3/:-�3�1,<-12.-����/-��.�-
:�36.1.�-�Z��4J<�-3/:-T/:3	7-IKHQGD-U�E.9.�7-�1	-6.3/�/0-�	-:.�31.:-
�.43+	.-��-12.-63/<-�/9�,9.:-:.1.�6�/3/1	-3/:-12.-:���.�./1-3/3,<1�43,-
4�/:�1��/	-��23,��-3/:->��E/7-IKIKV-;�.1.�	-.1-3,D7-IKIKGD-�.9.�12.N
,.		7-�+�-1+���:�1<-�.	+,1	-3�.-�/-30�..6./1-E�12-�+�-	1�+41+�3,-3/3,<	�	-��-
�,3	63-4,�1	-1231-2�02,�021.:-3/-�/4�.3	.-�/-12.-��.�-�3:�+	-3		�4�31.:-
E�12- 2�02.�- :�	13/4.- �.1E../-���1�����,	- +��/- �/4+�31��/-E�12- .��N
431.42�/D-B�-/�1.7-12.-�6�341-��-.��431.42�/-�/-12.-����/-4,�1-	1�+41+�.-�	-
4�6�3�3�,.-1�-12.-.��.41-��13�/.:-�<-3/-3/1�4�30+,3/1-12.�3�<7-3,12�+02-
12.-.��.41-	�J.-��-.��431.42�/-�.63�/	-	63,,.�-��+��,.6./13�<-
3�,.-HGD-
��6�,3�,<7- 12.- .,.41��/-6�4��	4��<- 3/3,<	�	- 	2�E.:- 3-���0�.		�9.- �/N
4�.3	.-�/-��.�-	�J.-3�1.�-�/4+�31��/-E�12-+�-1�-HK-μ-.��431.42�/7-3/:-
12./-3-�.:+41��/-E�12-HKK-μ-.��431.42�/D-
2.	.-�.	+,1	-3�.-�/-30�..N
6./1-E�12-12.-��.9��+	,<-�.���1.:-�������/�,<1�4-.��.41-��-.��431.42�/-
���/.0�.-.1-3,D7-IKHRG-1231-	..6	-1�-2�/:.�-12.-12��6��0./�4-4,�1-���N
631��/-E�12-12�/-��.�	-3/:-+,1�631.,<-��.9./1	-12.-/��63,-4�+�	.-��-12.-
����/�,<1�4-���4.		-�?�,,.1-.1-3,D7-IKKKGD-*�/3,,<7-12.	.-	1�+41+�3,-:313-�/-
12.-����/-4,�1-3�.-4�/	�	1./1-E�12-12.-��	.�9.:-�.�6.3��,�1<-423�341.�N
�	1�4	-E2.�.-����	�1<-�/4�.3	.:-3�1.�-�/4+�31��/-E�12-+�-1�-HK-μ-.��N
431.42�/7-E2.�.3	-2�02.�-4�/4./1�31��/	-:�:-/�1-239.-3/<-.��.41D-
2.	.-
�.	+,1	-4�������31.-12.-��1./1�3,-�./.�4�3,-.��.41	-��-.��431.42�/-�/-4,�1-
	./	�1�9�1<- 1�- ,<	�	7- 3/:- E.�.- ��13�/.:- +	�/0- :���.�./1- .O�.��6./13,-

������� 56�341-��-.��431.42�/-�/-12.-/3/�	1�+41+�.-��-3-�.�1�,3	.N�/:+4.:-����/-4,�1D-
�D *��.�-�3:�+	-�/6GD->D-��	13/4.-�.1E../-���1�����,	-�/6GD-?D-;��1�����,-/+6�.�D-�D-;��1.�/-63		-4�/4./1�31��/-��3D46−�GD-��7-/�1-	�0/��43/1D
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6.12�:	- E�12�+1- 3/:- E�12- 4,�1- :.	�4431��/- �.,.41��/- 6�4��	4��<G-
�T/:3	7-IKHP7-IKIKGD-

�,1�0.12.�7-�+�- �.	+,1	- 	+00.	1- 1231- .��431.42�/- 31- ,�E- �H- μG- 1�-
6�:.�31.-�HK-μG-4�/4./1�31��/	-��	�1�9.,<-6�:+,31.	-����/-4,�1-���N
631��/7-E2�,.-.��431.42�/-3��.3�	-1�-�.-�/.��.41�9.-31-12.-2�02.	1-4�/N
4./1�31��/-�HKK-μGD-
2�	-�.,,N	23�.:-�.	��/	.-4+�9.-23	-3,�.3:<-�../-
:.	4���.:- ���- F39�/��:	7- 3�0+�/0- 3- ��		��,.- :.	./	�1�J31��/- 31- 2�02-
4�/4./1�31��/	- �?,3+:.-.1-3,D7-IKH�GD-B+�-��.9��+	-E���-	2�E.:-1231-
.��431.42�/-:.4�.3	.	-12��6��/-0./.�31��/-���/.0�.-.1-3,D7-IKHRG7-3/:-
12�	- 4�+,:- 4�/	1�1+1.- 3- ��.�.�./1�3,- 6.423/�	6- ���- 12.-
.��431.42�/N6.:�31.:- ���631��/- ��- 12�4�.�- ����/- ��.�	- ���6�/0+.	-
.1-3,D7-IKHPGD-
2�	-2<��12.	�	-�	-4�/	�	1./1-E�12-12.-3�	./4.-��-�6�341-�/-
/3/�	1�+41+�.-��-�.�1�,3	.N�/:+4.:-����/-4,�1-3/:-12.-�.���1.:-.��.41	-��-
:�+0	7-�3�1�4+,3�,<-3/1�4�30+,3/1	7- 1231-:.4�.3	.- 12��6��/-0./.�31��/-
�T/:3	7-IKH�V-T/:3	-3/:-Z3�4J<�7-IKHMGD-��.�9.�7-����/�0./-�	-3,	�-3-
63C��-:.1.�6�/3/1-��- 12.-4,�1-3/:-12��6��1�4-:�	.3	.-����.̈/	7-IKH�G7-
3/:-�1	-4�/4./1�31��/7-��,<6���2�	6	-��-6+131��/	-43/-3,1.�-12.-����/-
4,�1- W+3,�1<- ��,,3/- .1- 3,D7- IKHIV- ��6- .1- 3,D7- IKK�GD- *����/�0./-
��	1N1�3/	,31��/3,-6�:��431��/	7-/�13�,<-�O�:31��/-1�-E2�42-����/�0./-

�	- �3�1�4+,3�,<- 	+	4.�1��,.7- 3,	�- 63<- �6�341- ����/- 4,�1- 	1�+41+�.7-
�.�6.3��,�1<7-3/:-	./	�1�9�1<-1�-,<	�	-�:.-���.	-.1-3,D7-IKIKGD-
2.�.���.7-
:+.-�1	-3/1�N�/F36631��<-3/:-3/1��O�:3/1-����.�1�.	7-.��431.42�/-6�021-
3,	�-�/1.��.�.-E�12-12.-����/-4,�1-423�341.��	1�4	-�T/:3	-.1-3,D7-IKKMGD-


2.-42��4.- 1�-E���-�/-�,3	63-��-2.3,12<-	+�C.41	- 4�+,:- �/:+4.-3-
��1./1�3,-��3	7-12.�.���.-�+�-�.	+,1	-6+	1-�.-4�/��6.:-�/-�31�./1	-E�12-
12��6��.6��,�4-:�	.3	.	D-��.�9.�7-B1139�3/�-.1-3,D-�IKHPG-.	13�,�	2.:-
.��431.42�/- �23�634���/.1�4- ����,.- 3/:- :.	4���.:- 6��.- 123/- IK-
:���.�./1-6.13��,�1.	-�/-�,3	63D-
2.	.-.��431.42�/N:.��9.:-6.13��,�1.	-
���0�/31.-���6-12.-341��/-��-�23	.-55-3/:-0+1-6�4����3,-./J<6.	D-��6.-��-
12.	.-:.��931�9.	-6�021-�.-�/9�,9.:-�/-6.:�31�/0-.��431.42�/-�./.�4�3,-
����.�1�.	-�/-����/-4,�1- ��
����V-2�E.9.�7- 3	- 12.	.-6�,.4+,.	- 3�.-/�1-
4�66.�4�3,,<-393�,3�,.7-12.<-4�+,:-/�1-�.-1.	1.:-�/-12�	-	1+:<D-
2.�.N
���.7-�312.�-123/-3-	2��1-��
��	��
.O��	+�.-31-2�02-.��431.42�/-4�/4./N
1�31��/	7- 12.- .��.41- ��- ,�/0N1.�6- ��
 ����
 .O��	+�.- 1�- �2<	��,�0�43,-
.��431.42�/- 4�/4./1�31��/	- �/4,+:�/0- �1	- 6.13��,�1.	- :.	.�9.	- 1�- �.-
.O�,��.:D-

5/-4�/4,+	��/7-�+�-	1+:<-:.6�/	1�31.:-1231-.��431.42�/-3��.41	-12.-
����/- 4,�1- 	1�+41+�.- 63��/0- �1- 6��.- �.�6.3�,.7- ,.		- :./	.7- 3/:-

������� 56�341-��-.��431.42�/-�/-��.�-	�J.-E�12�/-12.-����/-4,�1-�<-.,.41��/-6�4��	4��<D-

2.-4,�1-	1�+41+�.-�	-3/3,<J.:-E�12-3/-.,.41��/-6�4��	4��.-OHK-KKKD-�D-�.2�4,.D->D-H-μ-A��431.42�/D-?D-HK-μ-A��431.42�/D-�D-HKK-μ-A��431.42�/D-

������� 56�341-��-.��431.42�/-�/-����/-4,�1-�.�6.3��,�1<D-
;��.-	�J.-�	-.O��.		.:-3	-�3�4<’	-4�/	13/1-�S	GD-8;-< KDKL7-88;-< KDKH-4�6�3�.:-E�12-9.2�4,.D-[;-< KDKL-4�6�3�.:-E�12-H-μ-A��431.42�/D-
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4�/	.W+./1,<-6��.-	./	�1�9.-1�-,<	�	D-�+.-1�-12.-����/-4,�1-�6���13/4.-�/-
43�:��93	4+,3�- :�	.3	.	7- 3	- 12.- 12��6��0./.	�	- ./:- ���/17- 3/- ��
 ����

	1+:<-/..:	-1�-�.-43���.:-�+1-1�-4�/��6-.��431.42�/-�./.�4�3,-��,.-3/:-
1�-�9.�4�6.- 12.- �/43�34�1<- 1�- 1.	1- ��
 ��	��
 12.-�,3	63-6.13��,�1.	-��-
.��431.42�/D-

�
������������
������

?�/4.�1+3,�J31��/7-
D�D-3/:-�D�DV-6.12�:�,�0<7-
D�D7-=D>D-3/:-;D*DV-
93,�:31��/7-?DD-3/:-�D�DV-E��1�/0—���0�/3,-:�3�1-��.�3�31��/7-
D�D7-�D�D7-
3/:-?DDV-E��1�/0—�.9�.E-3/:-.:�1�/07-
D�D7-�D�D7-?DD7-�D
D-3/:-�DDV-
�+/:�/0-34W+�	�1��/7-�D�D-�,,-3+12��	-239.-�.3:-3/:-30�..:-1�-12.-�+�N
,�	2.:-9.�	��/-��-12.-63/+	4���1D-

�
�	����


2�	-	1+:<-E3	-	+����1.:-�<-3-0�3/1-���6-B413�23�63D-

���	� ��
�������!��������
���������������

 ������"������#�?�/4.�1+3,�J31��/7-.12�:�,�0<7-X��1�/0-N-���0N
�/3,-:�3�17-X��1�/0-N-�.9�.E-��.:�1�/0D-������������$�%��#�X��1�/0-N-
�.9�.E- �� .:�1�/0D-�������  ������	���#�X��1�/0- N- �.9�.E- �� .:�1�/0D-
&�
������
��'#�.12�:�,�0<D-(
�����)�
�	��#�.12�:�,�0<D-����������
�����	#��3,�:31��/7-X��1�/0-N-���0�/3,-:�3�17-X��1�/0-N-�.9�.E-��.:�1�/0D-
�
��́�����*�������#�?�/4.�1+3,�J31��/7-�3,�:31��/7-X��1�/0- N-���0�/3,-
:�3�17-X��1�/0-N-�.9�.E-��.:�1�/07-*+/:�/0-34W+�	�1��/D-

�������������+����!���������������

��/.D-
2.-�+/:.�-23:-/�-��,.-�/-12.-	1+:<D-

��$��,��	�������

�+12��	-	�/4.�.,<-123/�-12.-	13��-��-5�@�-T�U-31-
2.�O7-12.-1.42/�43,-
	13��- ��- 12.- 2.6�	13	�	- :.�3�16./1- �T/�9.�	�1<- 2�	��13,- ��- ?,.�6�/1N-
*.��3/:G7- 12.- ?./1�.- 5630.��.- ?.,,+,3��.- �3/1.́- 3/:- ?2��	1.,,.- >,39�N
0/34-���-6�4��	4��<-3		3<	-3/:-A,�	3�.113-�/:.�63�42.�-���-�6.��43/-
A/0,�	2-.:�1�/0D-

�!!��	�-��� "
!!��������'�	����

�+��,.6./13�<-:313-1�-12�	-3�1�4,.-43/-�.-��+/:-�/,�/.-31-211�	���:��D-
��0�HKDHKHP�CD.C�23�DIKIKDHQ�M�KD-

��+��������
���+N�0307-�DUD7-���./	7-D�D7-
3�./0E37-ADD7->./J37-@D�D7-�2�E	7-�D@D7-��./.117-UDAD7-

>��<	.7-*DD7-IKKHD-;�,<�2<./�,�4	-�/4�.3	.-1N;�-3/:-+N;�-0./.-1�3/	4���1��/-�/-
4+,1+�.:-2+63/-./:�12.,�3,-4.,,	D-�,4�2�,-?,�/D-AO�D-@.	D-IL7-HLL–HPID-

�,,3/7-;D7-T�11.-:.-X�,,�0.7-�D7-���+N�3,.27-@DUD7-?�//.,,7-�D�D7-���.̈/	7-@D3D�D7-IKHID-
A9�:./4.-1231-����/�0./-γ’ :��.41,<-�/1.��.�.	-E�12-���1�����,-0��E12�-�6�,�431��/	-
���-����/-	1�+41+�.-3/:-4,�1-	1���/.		D-=D-
2��6�D-U3.6�	13	�	-HK7-HKQI–HKMKD-
211�	���:��D��0�HKDHHHH�CDHL�MNQM�PDIKHIDK�QHQDOD-

���.̈/	7-@D3D�D7-IKH�D-*����/��0./G-3/:-12��6��1�4-:�	.3	.D-=D-
2��6�D-U3.6�	13	�	-HH-
��+��,D-HG7-IR�–�KLD-211�	���:��D��0�HKDHHHH�C12DHIIIRD-

>3�.�7-�D@D7-Z3�4J<�7-D7-34�3.7-*D�D7-�+93,7-?D7-T/:3	7-�D7-���.̈/	7-@D�D�D7-IKHRD-
@.4+��./1-9./�+	-12��6��.6��,�	6-�31�./1	-���6-4,�1	-E�12-,�E.�-.,3	1�4-6�:+,+	-
123/-12�	.-���6.:-�<-�31�./1	-E�12-/�/N�.4+��./1-:�	.3	.D-=D-
2��6�D-U3.6�	13	�	-
HQ7-PHM–PIPD-211�	���:��D��0�HKDHHHH�C12DH��KID-

>�C3�7-D7-Z�.E�.4��7-@D7-�3,+�7-=D7-;�/4J.�7-D7-;3E,34J<�7-5D7-S��1��.E	��7-UD7-
X342�E�4J7->D7-��E3�7-;D7-IKH�D-
2��6��/-�/2���1��<-341�9�1<-��-	�6.-��,<�2./�,�4-
4�6��+/:	D-.:D-?2.6D-@.	D-I�7-I�I�–I��QD-211�	���:��D��0�HKDHKKQ�	KKK��NKH�N-
KMIRN�D-

>��:0.7-SD5D7-;2�,����+7-UD7-���.̈/	7-@D�D�D7-IKH�D-?,�1-����.�1�.	-3/:-43�:��93	4+,3�-
:�	.3	.D-
2��6�D-U3.6�	13	�	-HHI7-RKH–RKMD-211�	���:��D��0�HKDHHPK�
UH�NKIN-
KHM�D-

?2��7-=DNUD7-S�67-�DNXD7-;3��7-�DNAD7-�..7-UDN=D7-S�67-SDND7-S�67-SDN=D7-S�67-DNSD7-S�67-�DN-
=D7-S�67-�D7-IKHL3D-�/1�N12��6��1�4-.��.41-��-�+1�/-�	�,31.:-���6-�./:���3/3O-
6�����.�3-�.9.�,,.D-=D->��	4�D->��./0D-HIK7-HMH–HMPD-211�	���:��D��0�HKDHKHP�CD-
C���	4DIKH�DHIDKHID-

?2��7-=DNUD7-S�67-�DN�D7-�2�/7-?DNUD7-�..7-UDN=D7-S�67-�D7-IKHL�D-�/1�12��6��1�4-341�9�1�.	-��-
,+1.�,�/-�/-9�1��-3/:-�/-9�9�D-=D->��42.6D-�,D-
�O�4�,D-IR7-LLI–LLMD-211�	���:��D��0�-
HKDHKKI�C�1DIHQIPD-

?2��7-=DNUD7-;3��7-�DNAD7-S�67-�DN=D7-S�67-�D7-IKHL4D-S3.6��.��,-�/2���1	-12��6��	�	-3/:-
�,31.,.1-341�931��/D->��42�6�.-HHL7-HQQ–HMPD-211�	���:��D��0�HKDHKHP�CD-
���42�DIKHLDKPDKKHD-

?�.	,��7-=D7-��J�/	�37-�D7->��/�31�E	�37-AD7-T/:3	7-�D7-IKHMD-�,1.�.:-�,3	63-4,�1-
����.�1�.	-�/4�.3	.-12.-��	�-��-�.4+��./1-:..�-9.�/-12��6��	�	�-3-4�2��1-	1+:<D->,��:-
H�H7-QRQ–MKQD-211�	���:��D��0�HKDHHMI��,��:NIKHQNKQNQRM�KPD-

?,3+:.7-�D7->��<7-?D7-@�:��0+.JN31.�	7-�D7-��./4.�7-=D;DAD7-�.́�3�:7-�D7-��3/:7-?D7-
�,./��9�47-�D7-IKH�D-*,393/�,-6.13��,�1.	-�.:+4.-6�/�4<1.-3:2.	��/-1�-./:�12.,�3,-
4.,,	-12��+02-6�:+,31��/-��-.O��.		��/-��-0./.	-9�3-��MN�;S-3/:-�PLN��N�>-
�312E3<	D-�,D-�+1�D-*��:-@.	D-LM7-HKHP–HKIQD-211�	���:��D��0�HKDHKKI�-
6/��DIKH�KKPLMD-

?�,,.17-=D;D7-;3��7-�D7-�.	1<7-?D7-����37-=D7-����37-?D7-�/13,.	4�17-�D7-X.�	.,7-=DXD7-IKKKD-
5/F+./4.-��-����/-/.1E���-4�/���631��/-3/:-����/-��.�-:�36.1.�-�/-����/�,<	�	-
	�..:�-:</36�4-3/:-	1�+41+�3,-3����342.	-�<-4�/��43,-6�4��	4��<D-��1.���	4,.�D-

2��6�D-�3	4D->��,D-IK7-H�L�–H�PHD-211�	���:��D��0�HKDHHPH�KHD319DIKDLDH�L�D-

:.-���.	7-=D=D7-�/�.�7-?D=DD7-@�C�./7-�D?D7-:.-3317-D;DD7-IKIKD-A��.41	-��-��	1N-
1�3/	,31��/3,-6�:��431��/	-��-����/�0./-�/-4,�1-���631��/7-4,�1-	1�+41+�.7-3/:-
����/�,<	�	�-3-	<	1.631�4-�.9�.ED-��1.���	4,.�D-
2��6�D-�3	4D->��,D-�K7-LL�–LPRD-
211�	���:��D��0�HKDHHPH��
�>�U�DHHRD�H�PIPD-

�.,->�’7-?D7->.�/3�:�7-�D7-3��/�7-D7-;����/�7-D7-
+44�7-D7-�+0,�.,6.11�7-�D7-
?2.�+��/�7-�D7-?3���.��7->D7-S���+�7->D7-S���/7-;D7-Z36��3N@�	7-@D7-U�:3,0�-
���.��/37-�D7-�/:�.	N�34+.937-?D7-@�	�7-;D7-IKHRD-�<	1.631�4-�.9�.E-�/-��,<�2./�,-
�/13�.-3/:-2.3,12-�+14�6.	�-�	-12.�.-	+��4�./1-.9�:./4.-1�-:.�/.-3-2.3,12N���6�1�/0-
��,<�2./�,N��42-:�.13�<-�311.�/�-�+1��./1	-HHD-211�	���:��D��0�HKD��RK�-
/+HHKPH�LLD-

��6�/0+.	7-DD7-34�3.7-*D�D7-�+93,7-?D7-4;2.�	�/7-UD@D7->��:0.7-SD5D7-�CC3/7-@D�D7-
@�:0.�7-�D?D7-?�//.,,7-�D�D7-;2�,����+7-UD7-���.̈/	7-@D�D�D7-IKHPD-
2��6��/-3/:-
����/�0./-γ’ �6�341-4,�1-	1�+41+�.-�<-63��.:-.��.41	-�/-�/1�3����,,3�-	1�+41+�.-3/:-
���1�����,-�34��/0D->,��:-HIQ7-�MQ–�RLD-211�	���:��D��0�HKDHHMI��,��:NIKHLNKPN-
PLIIH�D-

��67->D?D>D7-���.̈/	7-@D�D�D7-?3�1.�7-�DD7-X.�	.,7-=DXD7-��3/17-;D=D7-IKK�D-�./.1�4-
�.0+,31��/-��-����/-	1�+41+�.-3/:-�+/41��/�-4�6�,.O-0./.N./9���/6./1-�/1.�341��/	-
63<-6�:+,31.-93	4+,3�-��	�D-�3/4.1-�PH7-H�I�–H��HD-211�	���:��D��0�HKDHKHP�-
�KH�KNPQ�P�K�GH�H�LNID-

�23,��7-AD7->��E/7-�D?D7-IKIKD-?,�1-	1�+41+�.-3/:-�6�,�431��/	-���-�,..:�/0-3/:-
12��6��	�	D-�.6�/D-
2��6�D-U.6�	1D-�P7-RP–HK�D-211�	���:��D��0�HKDHKLL�	NKK�RN-
HPRPR��D-

�,,	7-=D�D7-���.̈/	7-@D�D�D7-3/	�.,:7-DXD7-��3/17-;D=D7-IKKID-�,1.�.:-����/-4,�1-
	1�+41+�.-�/-12.-2.3,12<-�.,31�9.	-��-�31�./1	-E�12-��.631+�.-4���/3�<-3�1.�<-:�	.3	.D-
?��4+,31��/-HKP7-HR�M–HR�ID-211�	���:��D��0�HKDHHPH�KHD-
4��DKKKKK��IIHDQ�KMIDKPD-

�/��.7-�DD7-U���63/7-D7-IKKPD-X231-:�.	-�1-13�.-1�-63�.-12.-�.��.41-4,�1�-
��1.���	4,.�D-
2��6�D-�3	4D->��,D-IP7-�H–�MD-211�	���:��D��0�HKDHHPH�KHD-
�
�DKKKKHR�PI�DIMILHDM�D-

�J3��3��3/7-�D7-X+7-=DUD�D7-IKHMD-*,39�/��:	7-:3��<-���:	7-3/:-43�:��93	4+,3�-3/:-
6.13��,�4-2.3,12�-3-�.9�.E-��-.6.�0�/0-���,�0�4-�312E3<	D-?��4D-@.	D-HII7-�PR–�M�D-
211�	���:��D��0�HKDHHPH�?5@?@A��U�DHHQD�KRKKMD-

�JJ�43��.::�7-D7-?+44��,�/�7-D7-A,.+1.��7-�DD7-*���.11�7-AD7-�/0.,.11�7-D7-IKKPD-
*,39�/��:	-�/2���1-12.-36�:�,<1�4-341�9�1<-��-2+63/-12��6��/D->��42�6�.-MM7-
HIRQ–H�KPD-211�	���:��D��0�HKDHKHP�CD���42�DIKKPDK�DKKQD-

�31	+6.7-D7-IKHMD-;�,<�2./�,	�-�/F36631��/D-?+��D-;23�634.+1D-�.	D-I�7-HRH–IKID-
211�	���:��D��0�HKDIHQ��H�MHPHIMI�PPPHQHHKRHK�H�HD-

B1139�3/�7-=D5D7->��0.	7-�D7-�6637-
D�D7-��./4.�7-=D;DAD7-S../7-?D�D7-?��J�.�7-�D7-
�42��.1.�7-UD7-IKHPD-
2.-6.13��,�6.-��-�IN�H�G?��NGN.��431.42�/-�/-2+63/	�-
�6�,�431��/	-���-12.-3		.		6./1-��-.��434<7-	3�.1<7-3/:-6.423/�	6	-��-341��/-��-
��,<�2./�,�4-���341�9.	D-�4�D-@.�D-P7-IRK��D-211�	���:��D��0�HKDHK�M�	�.�IRK��D-

B1139�3/�7-=D5D7-U.�		7-?D7-��./4.�7-=D;DAD7-S.,67-D7-�42��.1.�7-UD7-IKHMD-@.4�66./:�/0-
F393/�,	-3/:-���4<3/�:�/	-���-43�:��93	4+,3�-2.3,12�-@.9�	�1.:D-�,D-�	�.41D-.:D-
211�	���:��D��0�HKDHKHP�CD636DIKHMDKIDKKHD-

;�.1.�	7-D7-�+12�,:7-D7-�+/.	7-?DD7-:.-�3/0.7-ZD7-IKIKD-5/1.���.131��/-3/:-93,�:31��/-
��-63O�6+6-3�	���3/4.-:313-��13�/.:-���6-1+���:�6.1�<-3/3,<	�	-��-�,3	63-4,�1	D-

2��6�D-U3.6�	13	�	-HIK7-��–L�D-211�	���:��D��0�HKDHKLL�	NKK�RNHPRM�PKD-

;�.1.�	7-D7-;2�,����+7-UD7-T/:3	7-�D7-:.-�3/0.7-ZD7-@�C�./7-�D?D7-+1427-�D=D7-
�+�4�66�11..-�/-*341��-�555-3/:-*����/�0./7-3/:-12.-�+�4�66�11..-�/-*����/�,<	�	7-
IKHMD-�/-�/1.�/31��/3,-	1+:<-�/-12.-�.3	���,�1<-��-3-	13/:3�:�J.:-4�6��/.:-�,3	63-
4,�1-1+���:�1<-3/:-,<	�	-3		3<�-4�66+/�431��/-���6-12.-��?-��-12.-5�
UD-=D-
2��6�D-
U3.6�	13	�	-HP7-HKKQ–HKHID-211�	���:��D��0�HKDHHHH�C12DH�KKID-

;�.1.�	7-D7-T/:3	7-�D7-3�42�7-@D7-�.-3317-D;DD7-X.�	.,7-=DXD7-���.̈/	7-@D3D�D7-*341��-
�555-�/:-*����/�0./-�+�4�66�11..-B�-
2.-�4�./1��4-�13/:3�:�	31��/-?�66�11..-B�-

2.-5/1.�/31��/3,-��4�.1<-*��-
2��6��	�	-�/:-U3.6�	13	�	7-IKHID-�/-�/1.�/31��/3,-
	1+:<-�/-12.-	13/:3�:�J31��/-��-����/-4,�1-�.�6.3��,�1<-6.3	+�.6./1�-
6.12�:�,�0�43,-4�/	�:.�31��/	-3/:-�6�,�431��/	-���-2.3,12<-4�/1��,-93,+.	D-
=D-
2��6�D-U3.6�	13	�	-HK7-IHQR–IHMHD-

Y+7-ZD7-��+7-�D7-��7-;D7-��+7-?D7-��3�7-XD7-U+3/07-=D7-��+7-ZD7-Z23/07-�D7-IKIKD-�:93/4.	-�/-
�2<	��,�0�43,-�+/41��/	-3/:-6.423/�	6	-��-�NGN.��431.42�/D-?��1D-@.9D-*��:-�4�D-�+1�D-
H–I�-211�	���:��D��0�HKDHKMK�HK�KM�RMDIKIKDHQI�KLQD-

��/.0�.7-
D7-
.�		3/:�.�7-�D7-�,./��9�47-�D7-��3/:7-?D7-�.��.1�/7-�D7-IKHRD-A��431.42�/-
�/F+./4.	-���63�<-2.6�	13	�	7-4�30+,31��/-3/:-����/�,<	�	D-*��:-*+/41-HK7-
QIRH–QIRMD-211�	���:��D��0�HKDHK�R�4R��KKMHP�D-

��+:+17-=D7-��.,37-D7-X<�3	.�7-AD7-;,./	7-SD7-T/:3	7-�D7-IKHPD-@.:+4.:-�,3	63-����/-4,�1-
�.�6.3��,�1<-3/:-	+	4.�1���,�1<-1�-,<	�	-3�.-3		�4�31.:-E�12-�/4�.3	.:-��	�-��-
��	112��6��1�4-	</:��6.D-=D-
2��6�D-U3.6�	13	�	-H�7-QM�–QR�D-211�	���:��D��0�-
HKDHHHH�C12DH�IP�D-

=8
�������
�	
��8
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&'()*+,- .)'(-,/ )0 12,(3,4)/)56 ��� �����	 �
����

�+�4�66�11..-�/-?�/1��,-��-�/1�4�30+,31��/-��-12.-��?-��-12.-5�
U7-IKHHD-
�E3�:	-3-
�.4�66./:31��/-���-12.-	13/:3�:�J31��/-��-12.-6.3	+�.6./1-��-�,31.,.1N:.�./:./1-
12��6��/-0./.�31��/D-=D-
2��6�D-U3.6�	13	�	-R7-HMLR–HMPHD-211�	���:��D��0�-
HKDHHHH�CDHL�MNQM�PDIKHHDK��IQDOD-

�+63<37-XD7-X3,,./1�/7-�D7-=36.	7-�DSD7-��.0�32/7-�D7-�3��<	427-SD7->.�1�,		�/7-D7-
U�66.,63//7-�D7-�CC3/7-@D�D7-�1��.<7-@D*D7-IKHMD-*����/-4,�1-����.�1�.	-
�/:.�./:./1,<-��.:�41-3:9.�	.-4,�/�43,-�+14�6.-��,,�E�/0-34+1.-4���/3�<-	</:��6.�-
3-;��
B-	+�	1+:<D-A+�D-U.3�1-=D-�R7-HKQM–HKMLD-211�	���:��D��0�HKDHKR��-
.+�2.3�1C�.2<KH�D-

T/:3	7-�D7-IKIKD-�,1.�.:-����/-4,�1-����.�1�.	-3/:-����/�,<	�	-�/-�31�./1	-E�12-31��3,-
����,,31��/�-��341�43,-�6�,�431��/	D-A+���34.-II7-HML–HR�D-211�	���:��D��0�HKDHKR��-
.+���34.�.+JIQHD-

T/:3	7-�D7-IKHPD-U�E-1�-3		.		-����/�0./-,.9.,	-3/:-����/-4,�1-����.�1�.	-�/-4,�/�43,-
��341�4.�-�.6�/D-
2��6�D-U.6�	1D-�I7-�MH–�MMD-211�	���:��D��0�HKDHKLL�	NKK�PN-
HLQRP�PD-

T/:3	7-�D7-IKH�D-*����/-4,�1-����.�1�.	-3/:-12.��-6�:+,31��/-�/-12��6��1�4-:�	��:.�	D-

2��6�D-U3.6�	13	�	-HHI7-�I–�ID-211�	���:��D��0�HKDHHPK�
UH�NKHNKK�ID-

T/:3	7-�D7-���.̈/	7-@D�D�D7-IKHHD-*����/-4,�1-	1�+41+�.-3/:-�+/41��/�-3-��,.-�/-12.-
�312��2<	��,�0<-��-3�1.��3,-3/:-9./�+	-12��6��.6��,�4-:�	.3	.	D-��1.���	4,.�D-

2��6�D-�3	4D->��,D-�H7-.MM–RRD-211�	���:��D��0�HKDHHPH��
�>�U�DHHHDI�KP�HD-

T/:3	7-�D7-�J+ł:�J</	��7-SD7-�1.��./7-AD7-Z3,.E	��7-=D7-��:,.E	��7-=D7-
�34J7-XD7-
;3	�E�4J7-D7-Z6+:�37-SD7-IKKMD-@.:+4.:-4,�1-�.�6.3��,�1<-3/:-	+	4.�1���,�1<-1�-
,<	�	-�/-�31�./1	-E�12-34+1.-4���/3�<-	</:��6.�-.��.41	-��-�/F36631��/-3/:-
�O�:31�9.-	1�.		D-�12.��	4,.��	�	-HRP7-LLH–LLQD-211�	���:��D��0�HKDHKHP�CD-
312.��	4,.��	�	DIKKQDKLDKIMD-

T/:3	7-�D7-Z3�4J<�7-D7-IKHMD-�/1�12��6��1�4-6.:�431��/	-3/:-12.��-�6�341-�/-����/-4,�1-
	1�+41+�.-3/:-�+/41��/D-=D-;2<	��,D-;23�634�,D-PR-211�	���:��D��0�HKDIP�KI�-
C��DIKHMD�DKID-

T/:3	7-�D7-Z3E�,	�37-SD7-?�.	,3N�+,7-D7-�.263//NS��<:ł�E	�37-�D7-��+��	J3�7-�D7-
?�.�ł+427-SD7-
�34J7-XD7-IKKRD-�,1.�.:-����/-4,�1-	1�+41+�.��+/41��/-�/-�31�./1	-E�12-
�:���312�4-9./�+	-12��6��.6��,�	6-3/:-�/-12.��-�.,31�9.	D->,��:-HH�7-�IQI–�IQMD-
211�	���:��D��0�HKDHHMI��,��:NIKKRNKLNIII�MKD-

�.��6�/32�	7-?D7-;�,34�7->D7-?31�/7-*D7-IKHKD-�3/�	1�+41+�.-��-12.-����/-4,�1D->���2<	D-=D-
RR7-IKHM–IKIQD-211�	���:��D��0�HKDHKHP�CD��CDIKHKDK�DKLRD-

Z��4J<�7-D7-T/:3	7-�D7-IKHQD-;,3	63-����/-4,�1-	1�+41+�.-3/:-12��6��.6��,�	6�-4,�/�43,-
�6�,�431��/	D-;�,D-��42D-5/1.�/D-.:D-HIQ7-MQ�–MMHD-211�	���:��D��0�HKDIK�LI�-
�36ED�HPLD-

=8
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DISCUSSION 
 

Dans un premier temps, nous avons cherché à déterminer l’impact in vitro de 

l’épicatéchine sur le phénotype hémostatique des 3 principales étapes, l’hémostase 

primaire, la coagulation plasmatique et la fibrinolyse.  

Il a été montré depuis plusieurs années que l’alimentation, particulièrement 

lorsqu’elle est riche en flavonoïdes, impacte favorablement l’étape d’hémostase 

primaire, notamment au niveau de l’activation et de l’agrégation plaquettaire 

(McEwen, 2014). Cependant les méthodologies disparates, ne serait-ce qu’au sein 

des techniques d’agrégation plaquettaire, rendent compliquées l’interprétation des 

résultats (Tableau 1).  

Les études in vivo, notamment réalisées suite à l’ingestion de chocolat noir riche 

en flavan-3-ols, montrent un impact sur l’agrégation plaquettaire au collagène 

(Heptinstall et al., 2006; Innes et al., 2003; Murphy et al., 2003), une absence 

d’inhibition avec 1 mM d’acide arachidonique (Murphy et al., 2003) et des résultats 

discordants avec l’ADP. Lorsque l’agrégation plaquettaire est réalisée sur plasma 

riche en plaquettes ajusté et induite par de faibles concentrations d’ADP (jusqu’à 

2 μM) aucune inhibition de l’agrégation plaquettaire n’est observée, au contraire 

de la concentration 8 μM qui montre un impact du chocolat noir lorsque 

l’agrégation plaquettaire est réalisée en sang total. Les expérimentations in vitro 

évaluant, l’effet de mélanges complexes de flavonoïdes (incluant l’épicatéchine), 

tels que l’extrait de pépins de raisin ou le thé vert, montrent des résultats 

d’agrégation plaquettaire sur plaquettes lavées concordants. Plusieurs équipes ont 

en effet montré une inhibition lorsque l’agrégation est induite par 0,1 à 0,5 UI/mL 

de thrombine (Bijak et al., 2013; Kang et al., 2001; Olas et al., 2012b). Olas et 

coll. mettent également en évidence une inhibition avec le TRAP (Olas et al., 

2012b), et Kang et coll. avec le calcium ionophore A23187, le collagène et l’ADP 

aux fortes concentrations (Kang et al., 2001). Les expérimentations évaluant 

l’impact spécifique de l’épicatéchine montrent des résultats variables selon les 

agonistes. L’agrégation plaquettaire induite par le collagène est inhibée de manière 

concordante entre Heptinstall et coll. et notre équipe. Les effets sont significatifs 

pour la même concentration en épicatéchine de 100 μM même si la concentration 

en collagène varie - 0,5 versus 2,0 μg/mL – ainsi que la technique – sang total 
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versus plasma riche en plaquettes, respectivement (Heptinstall et al., 2006; 

Sinegre et al., 2019). Nos résultats sont aussi en accord avec ceux de Neiva et 

coll. qui montrent une inhibition par l’épicatéchine (100 μM versus 170 μM, 

respectivement) lorsque l’agrégation est induite par l’ADP 2 μM ou 3 μM, et ceci 

bien qu’ils travaillent sur un plasma riche en plaquettes dont le taux de plaquettes 

est ajusté. De la même manière nos résultats sont similaires pour l’épinéphrine (6 

μM ou 5 μM). Pour l’acide arachidonique nos résultats sont néanmoins discordants 

avec la littérature. En effet, de façon similaire à Murphy et coll. qui travaillaient 

sur sang total, nous ne retrouvons pas d’inhibition à l’agrégation induite par 1 mM 

d’acide arachidonique. Cela peut être expliqué par notre concentration en 

épicatéchine inférieure à celle de Neiva et coll. (100 μM versus 170 μM, 

respectivement) ou par des différences de méthodologie. Ces derniers utilisaient 

un plasma riche en plaquettes ajusté et une concentration en agoniste inférieure 

(Neiva et al., 1999; Sinegre et al., 2019). Nos résultats avec le TRAP montrent 

une inhibition et sont concordants avec ceux de Olas et coll. sur les pépins de raisin 

malgré les différences dans les techniques utilisées. Enfin, contrairement aux 

études sur extraits contenant un mélange de flavonoïdes (Bijak et al., 2013; Kang 

et al., 2001; Olas et al., 2012b), Bijak et coll. ne trouve pas d’impact de 

l’épicatéchine 100 et 1000 μM sur l’agrégation induite par la thrombine (M. Bijak 

et al., 2014b). Plusieurs hypothèses peuvent être avancées pour expliquer ces 

différences. Tout d’abord que l’épicatéchine à forte concentration 100 – 1000 μM 

n’impacte pas l’agrégation plaquettaire induite par la thrombine, la concentration 

supposée en épicatéchine des extraits n’excédant pas le micromolaire. La matrice 

au sein de laquelle est contenue l’épicatéchine ainsi qu’un éventuel effet 

synergique avec les autres flavonoïdes pourrait également jouer un rôle. 

Cependant, le fait que l’épicatéchine puisse inhiber l’agrégation plaquettaire 

induite par TRAP ne semble pas compatible avec cette hypothèse (Olas et al., 

2012b; Sinegre et al., 2019). Par ailleurs, bien que ces équipes aient toutes 

travaillée sur plaquettes lavées, les méthodologies ne sont pas uniformes au 

niveau du prélèvement ou de la concentration en plaquettes du plasma. 

Les différences de méthodologies pouvant être à l’origine de résultats 

contradictoires, nous avons fait le choix de nous appuyer sur les recommandations 

de l’ISTH (Cattaneo et al., 2013) dans l’optique que cette standardisation permette 

à l’avenir une meilleure comparaison des données. Nous sommes aussi attachés à 
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déterminer le phénotype de l’épicatéchine seule. C’est pourquoi nos résultats sont 

à notre connaissance les seuls obtenus à partir de plasma riche en plaquettes sans 

ajustement de la concentration en plaquettes. Cela explique également les 

différences de concentrations en agonistes utilisés. 

Au final, globalement, l’épicatéchine semble pouvoir moduler l’agrégation 

plaquettaire induite par la majorité des principaux agonistes fréquemment utilisés, 

à partir d’une concentration de 100 μM. Différentes hypothèses peuvent être 

avancées compte tenu de la multiplicité des agonistes en cause, telles qu’un impact 

de l’épicatéchine sur la mobilisation du calcium intracellulaire, l’inhibition de 

l’inositol triphosphate ou la régulation de l’AMP cyclique. L’explication pourrait 

résider dans les propriétés antioxydantes de l’épicatéchine. En effet, il a été montré 

que les flavonoïdes sont capables de limiter la libération plaquettaire de peroxyde 

d’hydrogène. Ce dernier étant capable d’activer la voie du phosphoinositol, son 

inhibition entrainerait une diminution de l’activation des phospholipases, de la 

formation d’inositol triphosphate et de la mobilisation du calcium intraplaquettaire 

(Pignatelli et al., 2000). D’autres estiment que l’impact sur l’agrégation 

plaquettaire pourrait être expliqué par une inhibition de la peroxydation lipidique 

(Neiva et al., 1999) ou grâce à un blocage de la production de radicaux libres 

(Salvemini and Botting, 1993). Schram et coll. suggèrent quant à eux que les 

procyanidines, en engendrant une diminution du rapport leucotriènes / 

prostacycline et donc une altération de la synthèse des eicosanoïdes, seraient à 

l’origine d’une inhibition plaquettaire par augmentation de la concentration d’AMP 

cyclique (Schramm et al., 2001).  
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Tableau 1 : Méthodologie et résultats des tests d’agrégation plaquettaire 

utilisés pour évaluer l’impact des flavonoïdes et de l’épicatéchine. 
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L’activation plaquettaire ainsi que le remodelage de la cellule permettent 

l’exposition de la glycoprotéine IIb-IIIa et au final l’agrégation plaquettaire. Ce 

processus a également pour conséquence la formation de microparticules. Celles-

ci de par leur potentiel procoagulant jouent un rôle important dans 

physiopathologie des maladies cardiovasculaires, notamment (Melki et al., 2017). 

Si certains régimes alimentaires ou mélanges de polyphénols semblent altérer la 

formation de microparticules (Ed Nignpense et al., 2019), aucune donnée n’existe 

spécifiquement sur l’épicatéchine. Ce fut l’objet de nos travaux où nous nous 

sommes attachés à déterminer dans un premier temps l’impact de l’épicatéchine 

sur la formation et la concentration en microparticules, avec une attention 

particulière pour les microparticules plaquettaires, y compris différentes sous-

populations définies en fonction de la taille ou de certains marqueurs. Différents 

modèles ont été utilisés : dans le premier nous avons simplement incubé 

l’épicatéchine dans le plasma riche en plaquettes avec du tampon avant d’isoler 

les microparticules. Dans le deuxième après incubation de l’épicatéchine, nous 

avons stimulé un plasma riche en plaquettes avec du calcium ionophore A23187 

avant de recueillir les microparticules et dans le troisième nous avons remplacé le 

calcium ionophore par du TRAP (Figure 24). Ces molécules ont été utilisées en 

raison de leur capacité à favoriser l’activation plaquettaire et l’apoptose 

(Gyulkhandanyan et al., 2013), tout en ayant montrées une sensibilité à 

l’épicatéchine lors d’études sur l’agrégation plaquettaire (Olas et al., 2012b; 

Sinegre et al., 2019). 
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Figure 24 : Préparation des échantillons pour l’analyse des 

microparticules en cytométrie en flux 

En ce qui concerne la concentration globale en microparticules, nous n’avons ainsi 

constaté aucun impact de l’épicatéchine, y compris après la stimulation du plasma 

riche en plaquettes par le TRAP ou le calcium ionophore. Les microparticules 

plaquettaires (exprimant la glycoprotéine IIb) sont également stables quelles que 

soient les conditions. Ces résultats sont en contradiction avec les données d’Olas 

et coll. qui retrouvaient une diminution des microparticules plaquettaires induites 

par le TRAP ou la thrombine mais en travaillant in vitro sur les extraits de pépins 

de raisin (particulièrement riche en proanthocyanidines) et non sur l’épicatéchine 

pure (Olas et al., 2012b). In vivo, que ce soit avec de l’avoine enrichie en 

polyphénols ou avec du chocolat noir plusieurs auteurs ont constaté une diminution 
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du nombre de microparticules plaquettaires mais avec une méthodologie différente 

de la nôtre (glycoprotéine ciblée, prise en compte des corps apoptotiques…)  (Rein 

et al., 2000c; Zhang et al., 2014). A l’inverse, Horn et coll. ne retrouve pas 

d’impact des flavanols du chocolat noir sur les microparticules plaquettaires 

détectées comme nous grâce à la glycoprotéine IIb (Horn et al., 2014). Dans un 

second temps, nous nous sommes intéressés aux sous populations de 

microparticules plaquettaires. Suite à l’incubation avec l’épicatéchine, la sous 

population exprimant la phosphatidylsérine, un phospholipide procoagulant, 

demeure stable en concentration et en intensité d’expression, y compris après 

stimulation plaquettaire. A l’inverse, l’épicatéchine induit une diminution des 

microparticules exprimant la sélectine P, un marqueur d’activation plaquettaire, 

alors que la stimulation du plasma riche en plaquettes par le TRAP ou le calcium 

ionophore annihile cet effet. Enfin, les concentrations en microparticules 

plaquettaires exprimant conjointement les glycoprotéines IIb et Ib sont diminuées 

après incubation avec l’épicatéchine. Là encore, la stimulation du PRP supprime 

cet effet. Ces données semblent montrer un impact de l’épicatéchine avant 

stimulation intense par les agonistes, cet impact n’étant ensuite plus observable. 

Plusieurs hypothèses peuvent être avancées et notamment un effet de 

l’épicatéchine non lié à une interférence dans le processus d’activation cellulaire. 

A noter que cet effet n’était plus retrouvé après une forte stimulation plaquettaire 

induisant une multiplication de la concentration en microparticules d’un facteur 2 

ou 10 selon l’agoniste. Au final, l’utilisation d’agonistes plaquettaires pouvant 

engendrer une stimulation non appropriée des plaquettes, l’étude de l’impact 

spécifique de l’épicatéchine sur la formation de microparticules mérite donc d’être 

approfondi par des expérimentations in vivo chez des sujets sains, à risque, et 

atteints de maladies cardiovasculaires. 

L’impact de l’épicatéchine a également été étudié quant à sa capacité à moduler 

l’effet procoagulant des microparticules, et cela, grâce à trois techniques 

différentes. Tout d’abord, nous avons adapté une technique de génération de 

thrombine sur le CAT dans laquelle le plasma riche en microparticules incubé avec 

l’épicatéchine constituait la source de phospholipides et de facteur tissulaire. Par 

ailleurs la coagulation n’était déclenchée que par ce dernier, les prélèvements 

ayant été réalisés avec du corn trypsine inhibitor dans le tube, composé capable 

d’inhiber l’activation de la phase contact (Hansson et al., 2014). La génération de 
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thrombine présentait dans ces conditions un profil particulier, avec une phase 

d’initiation retardée et une absence de pic de thrombine qui était remplacé par un 

long plateau. Plusieurs études ont pu montrer que l’initiation de la génération de 

thrombine était principalement supportée par les microparticules monocytaires et 

non par les microparticules plaquettaires (Aleman et al., 2011; Berckmans et al., 

2001). Ces dernières supporteraient la phase de propagation de la génération de 

thrombine et contribueraient aux activités prothrombotiques après la phase 

d’initiation (Macey et al., 2011). L’épicatéchine a néanmoins montré à forte 

concentration (100 μM) la capacité d’inhiber discrètement le potentiel endogène 

de thrombine porté par les microparticules (Sinegre et al., 2020). Afin de 

déterminer la cible de l’épicatéchine (potentiellement les phospholipides 

procoagulants ou le facteur tissulaire), nous avons étudié spécifiquement ces deux 

aspects. 

Le test ZymuphenTM MP-TF n’a pas montré d’effet in vitro de l’épicatéchine sur la 

concentration en microparticules exprimant le facteur tissulaire. Zhang et coll. 

avaient cependant montré ex vivo qu’une consommation d’avoine riche en 

polyphénols diminuaient la formation de microparticules monocytaires, exprimant 

le facteur tissulaire (Zhang et al., 2014). Nos données se rapprochent néanmoins 

de celles de Horn et coll. qui ont montré ex vivo une absence d’effet d’une 

consommation en chocolat noir enrichi en flavanols sur le rôle procoagulant des 

microparticules médié par le facteur tissulaire,  via une technique analogue à la 

nôtre (Horn et al., 2014). L’étude de l’impact de l’épicatéchine sur les 

microparticules dont le rôle procoagulant est médié par les phospholipides 

(phosphatidylsérine) a été réalisée avec le test ZymuphenTM MP activité. Ce test a 

pu montrer, après capture des microparticules grâce à l’annexine V et révélation 

grâce à la formation de thrombine clivant secondairement un substrat 

chromogénique, une diminution de l’activité procoagulante. Ces données sont en 

contradiction avec nos résultats obtenus par cytométrie en flux qui ne mettaient 

pas en évidence d’impact de l’épicatéchine sur l’expression de la 

phosphatidylsérine par les microparticules plaquettaires. Plusieurs hypothèses 

peuvent expliquer ces discordances telles que les différences de méthodologie, la 

cytométrie en flux ne s’intéressant qu’à la quantification des microparticules et non 

à leurs capacités fonctionnelles. Une inhibition directe a également pu impacter 

l’étape de révélation par la thrombine du test ZymuphenTM comme celle du test de 
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génération de thrombine (M. Bijak et al., 2014b; Sinegre et al., 2019). Ces travaux 

doivent être explorés plus avant, y compris in vivo, afin de déterminer le rôle 

propre de l’épicatéchine sur le potentiel procoagulant des microparticules. 

Si les microparticules sont impliquées dans le processus de coagulation, ce dernier 

allie également de manière complexe des activations enzymatiques en cascade 

supportées par une composante phospholipidique cellulaire (Hoffman, 2003; 

Smith, 2009). L’objectif final du processus est de générer de manière localisée une 

quantité importante de thrombine qui sera à l’origine de la transformation du 

fibrinogène en caillot de fibrine. Afin de déterminer l’impact de l’épicatéchine sur 

la coagulation plasmatique, nous avons utilisé le test de génération de thrombine 

qui représente l’approche la plus fidèle au processus tel qu’il se déroule in vivo en 

tenant notamment compte de la majorité des facteurs procoagulants et 

anticoagulants (Hemker and Béguin, 2000). Nos résultats mettent en évidence un 

impact de l’épicatéchine sur la génération de thrombine réalisée sur plasma pauvre 

en plaquettes ainsi que sur plasma riche en plaquettes bien qu’à un degré moindre. 

La première technique sur plasma pauvre en plaquettes nécessite l’ajout de facteur 

tissulaire (1 pM) pour déclencher le processus de coagulation et de phospholipides 

procoagulants pour mimer la surface phospholipide des cellules et notamment des 

plaquettes, qui servent de support aux réactions enzymatiques. Dans la seconde, 

seul le facteur tissulaire (1 pM) est apporté par les réactifs, les plaquettes des 

sujets jouant ce rôle de support. Les données disponibles dans la littérature sont, 

à notre connaissance, peu nombreuses en ce qui concerne l’impact propre de 

l’épicatéchine sur le processus de coagulation. Seuls Von känel et coll. ont pu 

mettre en évidence ex vivo une corrélation entre une concentration en D-dimères 

diminuée et des taux plasmatiques en épicatéchine élevés suite à la consommation 

de chocolat noir riche en épicatéchine (von Känel et al., 2014). Compte tenu des 

capacités des polyphénols à inhiber les protéases à sérine (Massimiliano Cuccioloni 

et al., 2009) les investigations, in vitro, se sont portées quasi exclusivement sur 

la thrombine. Une seule étude s’est intéressée au facteur X activé, montrant une 

inhibition de son activité amidolytique par la procyanidine B2, un dimère 

d’épicatéchine, potentiellement par encombrement de son site actif (Michal Bijak 

et al., 2014). En ce qui concerne la thrombine, d’un point de vue structural, et sur 

la base des expériences de docking il semble que l’épicatéchine pourrait interférer 

au niveau du site actif de l’enzyme. Il apparait néanmoins que l’épicatéchine ne 
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fait pas partie des flavonoïdes ayant la plus forte affinité pour le site actif, sa 

constante de dissociation demeurant élevée (Bijak et al., 2016; M. Bijak et al., 

2014b; Massimiliano Cuccioloni et al., 2009; Li et al., 2018; Mozzicafreddo et al., 

2006). Ces données rendent difficilement exploitables les expérimentations 

réalisées sur les mélanges de flavonoïdes présents dans les extraits végétaux 

(Bijak et al., 2011; Sikora et al., 2014). Enfin, la technique de génération de 

thrombine sur le CAT est caractérisée par un manque de standardisation qui a 

amené le développement récent d’une technique automatisée sur un nouvel 

équipement, le ST-Genesia. Nous avons ainsi entrepris d’essayer de confirmer ces 

résultats et de les approfondir en répétant sur un nombre restreint de patients ces 

expérimentations sur le ST-Genesia, avec une concentration en facteur tissulaire 

de 5 pM et en intégrant la thrombomoduline. A cette concentration, aussi bien sur 

le CAT que sur le ST-Genesia, nous ne retrouvions pas d’impact de l’épicatéchine, 

quelle que soit sa concentration, sur la génération de thrombine, avec un ETP allant 

(moyenne ± écart-type) de 1506 ± 274 nM.min pour le véhicule à 1428 ± 311 

nM.min pour l’épicatéchine 100 μM (p = 0,15). De la même manière, l’utilisation 

de thrombomoduline pour sensibiliser le processus au système inhibiteur de la 

protéine C / protéine S ne montrait pas d’impact de l’épicatéchine, avec un ETP 

allant de 872 ± 159 nM.min pour le véhicule à 848 ± 160 nM.min pour 

l’épicatéchine 100 μM (p = 0,34) (Figure 25). Ces données (non encore publiées) 

qui devront être enrichies et confirmées sur un effectif plus important révèlent 

l’importance de la méthodologie pour évaluer la génération de thrombine. D’une 

part, les concentrations des différents réactifs et notamment celle du facteur 

tissulaire peuvent varier. Les concentrations relativement faibles sensibilisent le 

test à la phase d’amplification et sont classiquement utilisées dans les maladies 

hémorragiques liées notamment à un défaut touchant la voie intrinsèque telles que 

les hémophilies. Les concentrations intermédiaires en facteur tissulaire quant à 

elles sont préférentiellement utilisées pour détecter une anomalie d’ordre 

thrombotique, avec notamment l’ajout de thrombomoduline. Ces données 

suggèrent que l’épicatéchine pourrait impacter la phase d’amplification ou bien un 

manque global de sensibilité du test de génération de thrombine lorsqu’il est initié 

par de fortes concentrations de facteur tissulaire.  D’autre part, le ST-Genesia, 

automate de dernière génération, présente l’avantage d’une automatisation 

complète. Cette dernière permet de diminuer les erreurs techniques et un contrôle 

étroit de la température limite la variabilité. Il utilise un plasma de référence dédié 
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(De Smedt and Hemker, 2011) ainsi qu’une étape spécifique de calibration de 

l’automate. Autant de précautions qui permettent de limiter la variabilité de 

mesures et pouvant expliquer des résultats différents. Il conviendra également 

d’évaluer l’impact d’une exposition in vivo au long cours à l’épicatéchine. 
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Figure 25 : Impact de l’épicatéchine sur la génération de 

thrombine réalisée sur ST-Genesia.  

A. Potentiel endogène de thrombine en absence de thrombomoduline.

B. Potentiel endogène de thrombine en présence de thrombomoduline.

NS : Non significatif

Le processus de coagulation se finalise sous l’action de la thrombine par la 

formation des fibres de fibrine qui constituent le caillot de fibrine (Mihalko and 

Brown, 2020). Les propriétés structurales et fonctionnelles du caillot joue un rôle 

essentiel dans la physiologie de l’hémostase et sont altérées dans les pathologies 

thrombotiques `[�����������<���|�{�[�	����������<���|�{�����	�����������<�����{�

Mills et al., 2002; Sumaya et al., 2018; Undas et al., 2011). Une modification de 

la densité du caillot avec une faible perméabilité peut entrainer une résistance à 

la lyse (Cieslik et al., 2018; Siudut et al., 2016; Undas et al., 2009). Compte tenu 

des données montrant la capacité des flavonoïdes à interagir avec la thrombine 

nous avons entrepris de déterminer si l’épicatéchine pouvait interférer dans le 

processus de fibrinoformation (Sinegre et al., 2021). L’analyse structurale montre 

un impact de l’épicatéchine (seulement à la concentration « intermédiaire » de 10 

μM) sur l’augmentation du rayon des fibres de fibrine et sur l’espace entre ces 

fibres. Bien que statistiquement significatifs, ces résultats montrent un effet discret 

sur ces paramètres, bien inférieur par exemple à ceux observés avec un véritable 
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traitement anticoagulant. L’impact sur le rayon des fibres est néanmoins confirmé 

par microscopie électronique qui montre une augmentation jusqu’à la 

concentration 10 μM d’épicatéchine puis, étonnamment, une diminution du rayon 

à 100 μM. Nous avons essayé de confirmer ces résultats en utilisant la batroxobine 

qui lie le fibrinogène d’une manière différente de la thrombine sans toutefois 

retrouver un impact de l’épicatéchine dans ces conditions analytiques. Les 

hypothèses quant à ces résultats différents peuvent résider dans une affinité plus 

élevée du fibrinogène pour la thrombine qui masquerait l’effet de l’épicatéchine ou 

dans la libération sélective du fibrinopeptide A (Vu et al., 2013). Ces modifications 

structurales induites par l’épicatéchine semblent engendrer, d’un point de vue 

fonctionnel, un impact sur la perméabilité du caillot de fibrine avec une 

augmentation de la porosité, seulement à 10 μM d’épicatéchine. Une augmentation 

de la porosité suggèrent une sensibilité du caillot accrue à la lyse (Undas, 2020, 

2016). La modulation de la structure et des propriétés du caillot par l’épicatéchine 

est susceptible d’interférer avec le processus fibrinolytique. Nous avons donc 

entrepris de déterminer l’impact de l’épicatéchine sur la fibrinolyse. Compte tenu 

des données de la littérature qui révélaient un rôle parfois antagoniste 

(profibrinolytique ou antifibrinolytique) sur les différents facteurs du processus, 

nous avons utilisé un test global. La mesure du temps de lyse du caillot a permis 

d’étudier la majorité des activateurs et des inhibiteurs de la fibrinolyse et au final 

d’apprécier le retentissement global de l’épicatéchine sur la capacité de la plasmine 

à lyser le caillot. Nos données structurales qui montraient des fibres plus épaisses 

et un espace plus large entre ces fibres et celles fonctionnelles avec une 

perméabilité augmentée laissaient supposer une sensibilité accrue du caillot à la 

lyse, notamment du fait d’une meilleure accessibilité de la plasmine. Nos résultats 

ont mis en évidence que le temps de lyse du caillot était raccourci en présence 

d’épicatéchine. Néanmoins, nos résultats ne permettent pas de savoir si cela 

provient de la modification seule du caillot ou d’un rôle direct sur les facteurs de 

la fibrinolyse. Par ailleurs, ces données sur sujets sains doivent être confirmées 

sur des caillots issus de patients présentant un état prothrombotique après 

supplémentation par l’épicatéchine in vitro et lors d’une étude in vivo. 
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En conclusion, au sein des régimes alimentaires bénéfiques à la santé et parmi les 

nombreux flavonoïdes présents dans ces aliments, l’épicatéchine présente des 

propriétés intéressantes aussi bien antioxydantes et anti-inflammatoires que sur 

le versant de l’hémostase. Nos résultats ouvrent des perspectives et plusieurs 

questions restent en suspens. Il est dès lors important de déterminer si 

l’épicatéchine exerce les mêmes effets sur les sujets présentant un état 

prothrombotique. Couplée à des tests globaux, une étude in vivo donnerait 

également la double opportunité de tester l’impact des métabolites circulants de 

l’épicatéchine (dérivés glucuronides, sulfates et méthyls) ainsi que l’effet d’une 

exposition longue à des concentrations compatibles avec une consommation 

d’aliments traditionnellement riches ou enrichis en épicatéchine. 
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Résumé en français 

Les flavonoïdes sont les polyphénols les plus largement répandus dans le règne végétal. 
Ils sont également à l’origine de nombreux effets bénéfiques liés à l’alimentation 
notamment dans la santé cardiovasculaire. Parmi eux, l’épicatéchine, un flavonoïde de la 
famille des flavan-3-ols est connu pour ses propriétés antioxydantes ou anti-
inflammatoires. L’hémostase, qui participe à la physiopathologie des maladies 
cardiométaboliques pourrait également être modulée par les flavonoïdes.  

La première partie de �es travaux de thèse a consisté à étudier l’impact de 
l’épicatéchine sur les trois principales étapes de l’hémostase que sont 
l’hémostase primaire, la coagulation plasmatique et la fibrinolyse, grâce à des 
outils globaux< afin de tenter de dégager le phénotype hémostatique induit ����
l’épicatéchine. Nous avons pu montrer qu’à forte concentration l’épicatéchine inhibe la 
fonction plaquettaire et module le profil coagulant et fibrinolytique. Dans la deuxième 
partie, nous avons tenté de déterminer l’effet de l’épicatéchine sur les 
microparticules et leurs fonctions procoagulantes. Alors que la concentration 
globale en microparticules n’est pas impactée par l’épicatéchine, cette dernière 
semble atténuer leur potentiel procoagulant lorsqu’il est détecté par la formation de 
thrombine. Enfin dans la troisième partie, nous avons étudié le processus final de 
formation du caillot de fibrine. Par des techniques de microscopie, 
spectrophotométrique et fonctionnelle nous avons pu déterminer que le caillot formé en 
présence d’épicatéchine est moins dense et plus perméable. 

Ces données in vitro restent encore à être confirmées in vivo afin d’objectiver l’impact de 
l’épicatéchine et de ses métabolites à des concentrations compatibles avec l’alimentation. 

Titre en anglais 

Impact of epicatechin on hemostasis and fibrin clot structure 

Résumé en anglais 

Flavonoids are the most widespread polyphenols in the plant kingdom. They are also 
associated to many of the beneficial effects of plant-based food and diet, especially in 
cardiovascular health. Among them, epicatechin, a flavonoid from the flavan-3-ols family 
is known for its antioxidant or anti-inflammatory properties and capacity to protect from a 
range of dysfunctions related to chronic diseases. Hemostasis, which contributes to 
the pathophysiology of cardiometabolic diseases, could also be modulated by flavonoids. 

The first part of this thesis was to study the impact of epicatechin on the three main stages 
of hemostasis which are primary hemostasis, plasma coagulation and 
fibrinolysis, using global tools to identify the hemostatic phenotype induced by 
epicatechin. We have shown that epicatechin at high concentration inhibits 
platelet function and modulates the coagulant and fibrinolytic profile. In the 
second part, we tried to determine the effect of epicatechin on microparticles 
and their procoagulant functions. While the overall microparticle 
concentration is not impacted by epicatechin, the latter appears to attenuate their 
procoagulant potential when detected by the formation of thrombin. Finally in the 
third part, we studied the final process of fibrin clot formation. Using 
microscop?, spectrophotometric and functional techniques, we were able to 
determine that the clot formed in the presence of epicatechin is less dense and 
more permeable. 

These in vitro data have yet to be confirmed in vivo to objectify the impact of 
epicatechin and its metabolites at concentrations reachable through dietary intakes� 
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