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Résumé 

 

 

Ce travail a permis d’évaluer l’apport du test de génération de thrombine dans des modèles de cultures 

cellulaires, dans un modèle murin de SAPL, et chez des patients atteints d’une dysfonction endothéliale 

entrainant un état d’hypercoagulabilité. Les anticorps antiphospholipides entrainent une diminution de 

l’ePCR, induisant résistance à la protéine C activée, retrouvée dans nos différents modèles et patients. 

Le traitement par l'hydroxychloroquine dans le modèle expérimental de SAPL, a montré un effet 

protecteur de ce traitement sur la fonction endothéliale, en restaurant la vasorelaxation et une 

normalisation de la génération de thrombine après injection d'anticorps antiphospholipides purifiés. Il 

a été démontré un état hypercoagulable, associé au développement d’embolie pulmonaire, au cours 

de la fibrose pulmonaire idiopathique. Les progéniteurs endothéliaux circulants de patients atteints de 

fibrose pulmonaire idiopathique, induisent un état d’hypercoagulabilité, associé à une hypoexpression 

de thrombomoduline. Ces résultats ouvrent une piste thérapeutique. Actuellement des essais cliniques 

testent la thrombomoduline comme thérapeutique potentielle. Récemment, une pandémie par Sars-

CoV-2, est associée à un état hypercoagulable, avec le développement de thromboses multiples, 

retrouvées lors d’autopsies de patients.  Nous avons démontré l’intérêt du test de génération de 

thrombine comme facteur pronostique au cours de l’infection à Sars-CoV-2, prédisant l’hospitalisation 

en réanimation des patients. Le test de génération de thrombine semble être un outil intéressant au 

cours de l’atteinte endothéliale induisant une hypercoagulabilité dans des modèles transversaux, et 

laisse entrevoir de possibles pistes thérapeutiques, comme la modulation du glycocalyx dans le SAPL. 
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I- Les cellules endothéliales 

1- Structure de la paroi vasculaire 

 

Les vaisseaux sanguins de l’organisme sont constitués de trois couches ou tuniques concentriques et 

leurs proportions varient selon les catégories vasculaires (Figure 1). Ces couches sont appelées 

respectivement : l’adventice (couche externe), la média (couche moyenne) et l’intima (couche interne). 

 

1.1. L’adventice 

Elle est constituée de fibres lâches de collagène, de quelques fibres élastiques épaisses et de 

fibroblastes orientés longitudinalement. Elle contient un réseau appelé vasa vasorum, formant la paroi 

des artères et des veines, et permettant le bon positionnement dans l’environnement. Un second 

réseau, constitué de nerf (le nervi vasorum), a pour rôle principal l’innervation des cellules musculaires 

lisses. 

 

1.2. La média 

Contient des constituants extracellulaires (fibres élastiques, fibrilles d’élastine, fibres et fibrilles de 

collagène et des protéoglycanes) et exclusivement des cellules musculaires lisses (CML) dont la 

principale fonction est le maintien du tonus et la résistance vasculaire. 

 

1.3. L’intima 

Aussi appelé endothélium. L’endothélium est une monocouche cellulaire recouvrant la totalité des 

systèmes vasculaires. Les cellules endothéliales (CE) possèdent de grands axes qui sont orientés 

longitudinalement et soutenus par une couche sous-jacente mince de tissu conjonctif lâche. 

 

Figure 1. Structure de la paroi vasculaire (Corbett, 1995) 
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2- Fonctions de l’endothélium 

 

Le flux sanguin exerce sur les CE un flux laminaire, formé de couches concentriques parallèles. Cette 

force de friction est appelée force de cisaillement (ou shear stress) (1), elle va stimuler la production 

par la CE de facteurs inhibant la coagulation, favorisant la vasoconstriction ou la vasodilatation et le 

remodelage vasculaire (2) (Figure 2).  

L'hétérogénéité des fonctions endothéliales explique leur implication dans de nombreuses pathologies. 

L'endothélium assure en effet le contrôle du tonus vasculaire, de la migration trans-endothéliale des 

leucocytes régulant ainsi l'inflammation, de la perméabilité vasculaire et de la coagulation. Il a 

également un rôle anti-oxydant et régule la croissance cellulaire. 

L’endothélium interagit directement avec le sang et le sous endothélium, ce qui permet différentes 

régulations homéostasiques (Figure 2): 

 Sécrétion de substances vaso-actives (monoxyde d’azote (NO), prostacycline, 

l’endothéline,…) 

 Régulation de l’hémostase 

 Perméabilité vasculaire permettant les échanges O2/CO2 

 Recrutement de cellules inflammatoires par adhésion et sécrétion de chimiokines 

 Initiation de l’angiogénèse 

 

 

Figure 2. Régulation homéostatique du flux sanguin, de l’hémostase de la perméabilité et de 

l’inflammation par les cellules endothéliales (Pierce R, Pediatrics, 2017) (3) 
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2.1. Contrôle de la circulation sanguine 

La variation de l’hémodynamique  vasculaire est sous la dépendance de nombreux médiateurs 

sécrétés par les CE. Physiologiquement, elles vont réguler le flux sanguin et la pression sanguine en 

libérant des molécules vasodilatatrices, comme le NO ou la prostacycline (PGI2), et des molécules 

vasoconstrictrices, comme l’endothéline-1 et le platelet-activating factor.  

Le NO est un radical libre synthétisé lors de l'oxydation de la L-arginine en L-citrulline par l’oxyde 

nitrique synthetase (NOS). L’endothéliale oxyde nitrique synthetase (eNOS) est active de manière 

constitutive mais de nombreux composés augmente son activité : la thrombine, la bradykinine, 

l'adénosine 5'-diphosphate (ADP), les agonistes des récepteurs muscariniques ainsi que les forces de 

cisaillement. 

Le NO va exercer différents rôles au sein du vaisseau : 

 Une inhibition de l’activation plaquettaire 

 Une inhibition du rolling et de l’adhésion leucocytaire 

 Une induction de la migration et de la prolifération des cellules musculaires lisses 

 Un maintien du tonus basal par relaxation des cellules musculaires lisses 

L’endothéline-1 exerce une action opposée au NO. C’est le plus puissant agent vasoconstricteur. Sa 

synthèse passe par l’intermédiaire d’un propeptide, dont la stimulation est induite par les forces de 

cisaillement, l’hypoxie et l’ischémie. Elle entraîne la contraction des cellules musculaires lisses après 

action sur son récepteur endothéline A (ET-A), par augmentation du calcium intracellulaire et activation 

de la protéine kinase C. Elle stimule aussi la prolifération cellulaire avec un effet à long terme par 

accumulation du calcium en intracellulaire. L’endothéline-1 a un second récepteur présent sur les CE,  

ET-B, qui est impliqué dans la sécrétion du NO et de la PGI2 (4). 

Dans une moindre mesure, la prostacycline et le platelet-activating factor (PAF) vont réguler le tonus 

vasculaire. La prostacycline permet la relaxation des cellules musculaires lisses, en augmentant 

l’AMPc et en inhibant l’agrégation plaquettaire. Sa synthèse est induite par une augmentation des 

forces de cisaillement, et joue un rôle comme médiateur de l’inflammation (5). Le platelet-activating 

factor est un puissant médiateur phospholipidique. Il est localisé à la surface des CE et induit 

l’agrégation plaquettaire. Son rôle, comme médiateur de l'inflammation, intervient dans l’adhésion des 

leucocytes sur la paroi vasculaire (6) 

2.2 Régulation de l'hémostase 

La fonction principale de l'endothélium est de faciliter la circulation sanguine en présentant une surface 

antithrombotique. Sous l'effet de facteurs extrinsèques mécaniques ou chimiques, l'endothélium peut 

devenir procoagulant. 
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2.2.1. Physiologie de la coagulation 

L’hémostase est l’ensemble des phénomènes physiologiques participant à la prévention ou à l’arrêt du 

saignement. La présence d’une brèche vasculaire, qui provoque une discontinuité de l’endothélium et 

l’exposition du sous endothélium, va induire la formation d’un clou plaquettaire (Figure 3), suivie de la 

coagulation plasmatique faisant intervenir des facteurs activateurs et inhibiteurs participant à la 

formation du thrombus et enfin, un phénomène retardé qui est la cicatrisation. 

Pour assurer ces différents mécanismes, des interactions sont nécessaires entre le vaisseau, les CE, 

les plaquettes, les protéines de la coagulation et le système fibrinolytique permettant la dissolution du 

caillot. 

 

Figure 3. Schéma général de la coagulation 

2.2.2. Hémostase primaire 

Lorsque l’endothélium est lésé, un relargage par les CE, d’adrénaline, de noradrénaline et de 

sérotonine, va induire une vasoconstriction reflexe. Ce « temps vasculaire » va être suivi d’un « temps 

plaquettaire » qui représente la phase d’activation des plaquettes (Figure 4). Dans un premier temps, 

on observe la phase d'adhésion plaquettaire, par liaison aux composés sous-endothéliaux, et en 

particulier au collagène, soit directement par les glycoprotéines (GP) Ia et VI, soit indirectement par 

liaison du facteur Willebrand (vWF) au complexe GPIb-IX-V plaquettaire. Le vWF est synthétisé par 

les cellules endothéliales et les mégacaryocytes, et circule sous forme de multimères. Après leur 

adhésion, les plaquettes sont alors activées et sécrètent leur contenu granulaire, comme l'ADP et de 

nombreuses protéines impliquées dans l'angiogenèse. Elles génèrent du thromboxane A2 (TXA2) à 

travers le métabolisme des prostaglandines. C'est la phase sécrétoire. L'ADP provoque l'activation 

d'autres plaquettes. Le TXA2 a une action vasoconstrictrice et va amplifier l'agrégation plaquettaire. 
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Les différents agonistes vont induire l’adhésion et le recrutement de plaquettes circulantes. La 

formation du clou plaquettaire permet l'arrêt transitoire du saignement dans les capillaires sanguins. 

L'agrégation plaquettaire nécessite la présence de fibrinogène qui assure la constitution de ponts 

interplaquettaires par liaison à son récepteur la GPIIbIIIa (7). Le réarrangement des phospholipides 

(PL) de surface associé à la formation des premières traces de fibrine va permettre une interaction 

entre les plaquettes, rendant l’agrégation irréversible. L’obturation de la brèche vasculaire par le clou 

plaquettaire est la finalité de l’hémostase primaire (8). 

 

 

Figure 4. Activation plaquettaire 

 

2.2.3. La coagulation 

La coagulation est un ensemble de réactions enzymatiques permettant d’aboutir à une protéine 

insoluble conduisant à la formation du caillot, la fibrine. L’ensemble des facteurs participant à la 

coagulation, sauf les facteurs V et VIII, sont des zymogènes de sérine protéase. Ces différents facteurs 

sont synthétisés par le foie et les facteurs II, VII, IX, X sont vitamine K dépendants. Les facteurs 

vitamine K dépendants subissent une gamma-carboxylation des résidus glutamiques dans 

l’hépatocyte. Grâce à cette γ-carboxylation des résidus Glu, ces facteurs auront la faculté de se lier 

aux PL membranaires. Les différents facteurs de la coagulation vont de plus, induire une boucle 

d’amplification et d’activation des autres facteurs. La thrombine stimule l'activation des plaquettes, de 

nombreuses enzymes de la coagulation et leurs cofacteurs. Elle stimule également l'effet procoagulant 

des CE.  

 

2.2.3.1. La voie endogène 

La présence d'une brèche vasculaire va mettre en évidence une surface à charge électrique négative 

qui permet l’initiation de la phase ‘’contact’’. Le kininogène de haut poids (KHPM) circulant se fixe sur 
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une surface activatrice (sous endothélium ou plaquettes activées) et permet la fixation du facteur XII 

(FXII) et de la prékallicréine (PK). La liaison du facteur XII induit une modification conformationnelle 

permettant l’activation de la PK en kallicréine, qui par un jeu d’hydrolyse et de rétrocontrôle positif va 

convertir et activer le facteur XII en FXIIa. L’activité sérine protéase du FXIIa clive le facteur XI et celui-

ci devient actif (FXIa). Le FXI est le seul facteur de la coagulation à se présenter comme un 

homodimère avec un domaine Apple indispensable à la liaison avec le Gp1b plaquettaire, le facteur IX 

et le KHPM (9). Le FXIa va à son tour, par l’intermédiaire de son domaine Apple, interagir avec le 

facteur IX (FIX) et l’activer. La présence de résidu gla obtenu par la  carboxylation du FIX est 

indispensable au bon fonctionnement du FIX activé et permet des interactions avec les PL 

(plaquettaires, endothéliaux ou monocytaires) par liaison calcique, et le facteur X (FX). La présence 

des premières traces de thrombine active le facteur VIII en FVIIIa, qui se lie au FIX activé par 

l’intermédiaire de liaisons hydrophobes et amplifie l’activité du FIX. Le complexe formé par le FVIIIa, 

le FIXa, les PL et le calcium, est appelé tenase et permet l’activation du FX en FXa. 

La formation du deuxième complexe enzymatique de la coagulation, la prothrombinase, va aboutir à 

l’activation de la prothrombine (FII) en thrombine (FIIa). Ce complexe est formé du FXa, de PL, de 

Ca2+ et du facteur V activé (FVa). Le Facteur V (FV) est dépourvu d’activité enzymatique comme le 

FVIII, mais il est le cofacteur du FXa en amplifiant son activité. Le FV est activé par les premières 

traces de thrombine, comme le FVIII. 

 

2.2.3.2.  La voie exogène 

La mise à nu du sous endothélium va s'accompagner d'un relargage de Facteur Tissulaire (FT) dans 

la circulation sanguine et entrainer une activation du facteur VII (FVIIa) (10). Le FVIIa va directement 

activer le facteur X qui rejoint la voie commune pour former le complexe prothrombinase et permettre 

de produire le FIIa. La formation de FIIa par la voie exogène s’accompagne d’un rétrocontrole positif 

et d’une boucle d’amplification de la coagulation (Figure 5). L'activité procoagulante du FT est 

accélérée par l'exposition de phospholipides anioniques à la surface des CE, qui a lieu lors de 

l'apoptose. In vitro, la synthèse du FT peut être induite par la thrombine, des endotoxines, les forces 

de cisaillement, l'hypoxie, des lipoprotéines oxydées et encore d'autres facteurs. In vivo, l'expression 

du FT est induite rapidement après une lésion vasculaire et du FT est retrouvé au niveau des plaques 

d'athérosclérose et des vaisseaux dérivés des tumeurs. Le FT participerait également à la régulation 

de l'angiogenèse. L'activation du récepteur à la thrombine PAR-1 (protease-activated receptor-1) induit 

la production et l’amplification de  molécules prothrombotiques (11) 
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Figure 5. Cascade de la coagulation 

 

2.2.3.3. Formation de fibrine 

Le fibrinogène est une GP de 340 kDA, constituée de deux sous unités, chacune d’elles comportent 

trois chaines polypeptidiques (Aα, Bβ et γ). Ces chaines sont reliées entre elles par des ponts 

disulfures. Le fibrinogène comporte un domaine central E et deux domaines latéraux D. La thrombine 

clive le fibrinogène au niveau de l’exosite 1 et libère le fibrinopeptide A et B (12). La formation de fibrine 

insoluble commence par une torsion du double brin et les molécules de fibrine s’entrecroisent et se 

chevauchent. De manière concomitante, la thrombine active le facteur XIII en FXIIIa. Le FXIIIa en 

présence de Ca2+ va créer des liaisons covalentes entre les chaines γ de fibrine et permettre la 

stabilisation du caillot de fibrine, empêchant l’hémorragie (13). 

 

2.3. Inhibition de l’hémostase 

 

2.3.1. Contrôle de l'hémostase primaire 

A l'état quiescent, les CE inhibent l'interaction des plaquettes, en partie sous l'effet du NO et de la 

PGI2. Le NO inhibe l'adhésion, l'activation, la sécrétion et l'agrégation plaquettaire et favorise leur 

désagrégation par un mécanisme dépendant du GMPc. La PGI2 agit en synergie avec le NO pour 

inhiber l'activation plaquettaire par blocage du changement conformationnel dépendant du calcium du 

récepteur au fibrinogène : la GPIIbIIIa, nécessaire à la fixation du fibrinogène sur son récepteur. 
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2.3.2. Contrôle de la coagulation 

Plusieurs systèmes régulent la coagulation.  

L'antithrombine (AT) se lie à la thrombine pour l’inactiver. Cette inactivation est accélérée lorsque l’AT 

se lie aux héparanes sulfates et aux protéoglycanes de la surface endothéliale.  

Par ailleurs, sous l'action de l'héparine, les CE libèrent du TFPI (tissue factor pathway inhibitor), qui se 

lie au facteur Xa au sein du complexe FT/FVII/Xa et diminue ainsi la génération de thrombine (14). Un 

des autres systèmes inhibiteurs de la coagulation est le système Protéine C (PC)/Protéine S (PS). 

L'endothélium exprime à sa surface la thrombomoduline (TM) (15). La thrombine se lie à la TM pour 

activer la protéine C en PCa (16). La PCa interagit avec son cofacteur, la PS, pour exercer son activité 

anti-coagulante en inactivant les accélérateurs de la coagulation que sont les facteurs Va et VIIIa. Un 

récepteur, présent à la surface des CE, participe à la fixation de la PC qui augmente sa vitesse 

d’activation par la thrombine  ; ce récepteur est l’endothelial protein C receptor (EPCR) (17).  

Enfin, la TM diminue également l'activation des plaquettes, des facteurs V, XIII et du fibrinogène par 

la thrombine. La TM inhibe l'activité du facteur Xa et donc la génération de thrombine (18).  

 

2.3.3. Contrôle de la fibrinolyse 

Les CE peuvent selon les situations développer une activité pro- ou anti-fibrinolytique (19). 

L'endothélium est profibrinolytique au repos par sécrétion de l'activateur tissulaire du plasminogène, 

(t-PA). Le t-PA est un puissant activateur de fibrinolyse, permettant la transformation de plasminogène 

en plasmine qui dégrade la fibrine (20). Les CE portent le site de liaison du t-PA. Cette adhésion va 

favoriser le développement de son activité fibrinolytique, ce qui stimule la prolifération cellulaire. 

En conditions d'activation par divers stimuli, tels que la thrombine, les endotoxines, les cytokines 

inflammatoires (21) et les LDL (low-density lipoprotein) oxydées entre autres (22), les CE sécrètent le 

principal inhibiteur du t-PA, le plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1). Ce dernier, dans le sang 

circulant, se complexe au t-PA et à l’urokinase (u-PA), et neutralise l'activité fibrinolytique (23).  

Par ailleurs, la liaison de la thrombine à la TM de la surface endothéliale accélère sa capacité 

d'activation du TAFI (thrombin activable fibrinolysis inhibitor) qui clive des extrémités lysines du réseau 

de fibrine, empêchant l'activation du plasminogène en plasmine et retardant la fibrinolyse (24). Le TAFI 

joue également un rôle dans les processus inflammatoires par l'élimination des résidus d'arginine ou 

de lysine C-terminal de la bradykinine, de l'ostéopontine clivée par la thrombine, du C3a et du C5a. 

 

2.4. Contrôle de l'inflammation 

Dans le cas d'une inflammation systémique, l'activation des CE déclenche une puissante réponse 

immunitaire innée pour éliminer l'agent pathogène. Dans certaines conditions spécifiques, les CE 
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peuvent également contribuer à l'activation de l'immunité adaptative et au recrutement de lymphocytes 

spécifiques à l'antigène (25). 

 

L'interaction des cellules avec les vaisseaux se fait en quatre étapes (Figure 6) : attachement des 

cellules par une liaison réversible, permettant le roulement des cellules à la surface de l'endothélium, 

puis activation des cellules adhérentes avec une adhésion qui devient irréversible et résistante au flux, 

et enfin diapédèse des leucocytes entre les CE pour exercer leurs fonctions dans le tissu sous-jacent 

(26). Contrairement aux plaquettes qui se lient au niveau du sous-endothélium des artères soumises 

à de fortes forces de cisaillement, les leucocytes s'attachent aux CE lorsque les forces de cisaillement 

sont faibles. La phase d'attachement des leucocytes est principalement médiée par la P-sélectine sur 

l'endothélium qui se lie au ligand glycoprotéique 1 de la P-sélectine (PSGL-1) (27). L’expression de la 

P-sélectine et de la E-sélectine est induite par les CE activées. Ces molécules peuvent ainsi initier les 

réponses immunitaires par adhésion des leucocytes, et les réponses hémostatiques par liaison aux 

plaquettes activées, potentialisant les interaction plaquettes/neutrophiles (28). Les InterCellular 

Adhesion Molecule (ICAM) 1 et 2, et Vascular Cell Adhesion Molecule (VCAM-1) vont se fixer au CD11 

exprimés sur la surface endothéliale, aboutissant à une adhésion de haute affinité (29). Les CE 

synthétisent des chimiokines et expriment des molécules comme PECAM-1 (Platelet/Endothelial Cell 

Adhesion Molecule) permettant la transmigration de leucocytes. Une matrice provisoire va alors se 

former dans les tissus, permettant l'extravasation des leucocytes. La production concomitante de 

vasodilatateurs augmente l'acheminement des leucocytes dans les tissus. 

 

 

Figure 6. Vue schématique de la cascade d'adhésion des monocytes. ICAM-1, molécule d'adhésion 

intercellulaire-1 ; VCAM-1, molécule d'adhésion des cellules vasculaires-1 ; PECAM-1, molécule 

d'adhésion des cellules endothéliales plaquettaires ; PSGL-1, ligand glycoprotéine P-sélectine-1. (26). 
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2.5. Contrôle de la perméabilité vasculaire 

L'endothélium régule le passage des molécules et la circulation des cellules du sang aux tissus. Cette 

régulation passe par des jonctions inter-endothéliales contrôlant la perméabilité cellulaire avec une 

régulation de l'ouverture et de la fermeture. Elles participent aussi à la croissance cellulaire et la 

synthèse protéique par transmission de signaux intracellulaires. Trois types principaux de jonctions 

endothéliales sont décrits : 

 Les jonctions serrées ou tight junctions interviennent dans le contrôle des échanges entre le 

sang et les tissus. Ce rôle doit être finement régulé dans le cerveau ou les artères de gros 

calibre (30). 

 Les jonctions adhérentes sont un complexe très dynamique. Leur présence est ubiquitaire le 

long de l'arbre vasculaire, et essentielle à l'organisation initiale de la monocouche de 

l'endothélium. Elles ont un rôle majeur dans l'adhérence, la communication cellulaire et la 

perméabilité ; elles limitent la migration des cellules et participent à l'inhibition de contact de la 

croissance cellulaire (31).  

 Les jonctions communicantes ou gap junctions forment un endothélium dit discontinu. Elles 

sont essentielles pour les échanges intercellulaires. 

 

3. Les progéniteurs endothéliaux circulants 

 

3.1. Origine des progéniteurs endothéliaux circulants 

Les progéniteurs endothéliaux circulants (PEC) sont des cellules immatures produites dans la moelle 

osseuse à partir d’une cellule souche nommée l’hémangioblaste. L’hémangioblaste peut, en fonction 

du contexte de stimulation, s’orienter vers la lignée de CE ou de cellules hématopoïétiques. En 

condition physiologique, une faible fraction, entrent dans la circulation générale pour permettre la 

régénération de l’endothélium vasculaire(32). 

En 1997, Asahara et al ont été les premiers à identifier ces cellules d’origine médullaire, qui ont la 

capacité de se différencier en CE matures (33).  Dans la majorité des cas, les cellules adhérentes se 

différencient en CE. Ces dernières sont décrites comme présentant des marqueurs phénotypiques 

typiques, à savoir CD34, VEGFR2, Tie2, CD31, vWF, la E-sélectine, la lectine UEA-1 et la NOS. 

3.2. Mobilisation des progéniteurs endothéliaux  
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La mobilisation des PEC peut être définit comme le passage des progéniteurs endothéliaux 

médullaires vers la circulation sanguine. Cette mobilisation est régulée par les cellules stromales 

médullaires, le microenvironnement et diverses cytokines sécrétées.  

Dans des modèles d’ischémie, l’hypoxie tissulaire induit une mobilisation des progéniteurs 

endothéliaux en augmentant l’expression du facteur de transcription hypoxia inducible factor 1α, qui 

est un facteur pro angiogénique. Hypoxia inducible factor 1α (34) favorise la sécrétion du VEGF ainsi 

que du stromal derived factor 1 qui sont des chimiokines pro angiogéniques (35). L’administration de 

VEGF dans un modèle murin a entrainé une augmentation des PEC (36). La stimulation de eNOS est 

elle-même médiée par l’activation de la phosphatitylinositol 3 kinase (Pi3K) (37).  

A l’inverse, il existe certains facteurs qui diminuent la circulation des PEC. La première étant l’âge 

avancé (38). Le tabagisme chronique entraine aussi une diminution du nombre des PEC et de leurs 

fonctions en augmentant l’activité des télomérases qui favorise la sénescence cellulaire (39). Pour finir, 

l’hypercholestérolémie diminue l’angiogénèse. L’oxydation du LDL cholestérol (ox LDL) entraine une 

déphosphorylation de la Pi3K par l’intermédiaire de l’AKT kinase. Cette déphosphorylation aboutit à 

une perte des effets cytoprotecteurs de la Pi3K mais aussi à une stimulation de mitogen-activated 

protein kinase (MAPK) qui est un facteur pro apoptotique (40).  

Cette mobilisation des PEC peut être induite par des agents pharmacologiques. Les statines, 

antagonistes compétitifs de l’HMG CoA réductase, augmentent le nombre de PEC et favorisent la 

différenciation des PECs en stimulant la voie Pi3K/AKT (41). De même, l’administration de G-CSF ou 

d’EPO, utilisé en thérapeutique pour mobiliser les cellules souches hématopoïétiques, mobilise 

également les progéniteurs endothéliaux. L’administration de VEGF mais aussi de L-arginine, substrat 

de eNOS, favorisent l’angiogénèse (42,43). 

Il existe 2 types différents de PEC (Tableau 1) : les « myeloid angiogenic cells » (MAC) et les 

« endothelial colony forming cells » (ECFC) (44). Leurs rôles dans l’angiogénèse diffèrent aussi : les 

MACs ne se différencient pas en cellules endothéliales mais favorisent l’angiogenèse par une sécrétion 

paracrine de facteurs pro angiogéniques. Les ECFC semblent être les cellules qui aboutissent in fine 

aux CE et participent ainsi à la vasculogénèse, l’angiogénèse et au maintien de l’intégrité vasculaire 

(45). L’association de ces deux contingents cellulaires est complémentaire. 
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Tableau 1. Distinction entre les MACs et les ECFCs (d’après Medina RJ, Stem cells Transl Med, 

2017 (44) 

4. Le glycocalyx 

 

Le glycocalyx (GCX) est une structure dynamique, localisée au niveau de la couche la plus luminale 

du vaisseau sanguin. Il est principalement composé d'une variété de protéoglycanes et de GP. Le GCX 

reste accroché aux CE par l’intermédiaire des glycosaminoglycanes (GAG). Le GCX  a une épaisseur 

variant de 0,2 mm à 2 mm en fonction du type de vaisseau et de sa localisation anatomique dans 

l’organisme (46,47). Les protéoglycanes ont un squelette protéique qui est connecté aux chaînes de 

GAG chargés négativement. Les protéines sont étroitement liées par un ancrage aux glypicans et 

syndécans.  

La famille des syndécans est particulièrement représentée avec 4 sous-classes différentes dont la 

particularité réside dans leur ancrage transmembranaire avec une partie intra-cytoplasmique capable 

de transmettre un signal. Les GAG sont des polymères linéaires de disaccharides qui possèdent des 

zones hypo ou au contraire hyper sulfatées qui constituent des domaines de liaison à des protéines 

circulantes. A ce jour, 5 GAG sont caractérisés, parmi lesquels l'héparane sulfate, la chondroïtine 

sulfate, le dermatane sulfate et l’acide hyaluronique, régulant la coagulation (48): 

 L’héparane sulfate potentialise l’activité de l’AT.  

 La chondroïtine sulfate intervient pour faciliter l’interaction thrombine/thrombomoduline, et 

activer la protéine C.  

 Le dermatane sulfate potentialise l’activité le second cofacteur de l’héparine 
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 L'acide hyaluronique est un long polymère, intégré dans le GCX par connexion au récepteur 

CD44 sur la membrane des CE (49).  

Le GCX supporte et contient des molécules d'adhésion (ICAM/VCAM), le vWF, l'AT, l'inhibiteur de 

la voie du FT, la NO-synthase (NOS), et la superoxyde dismutase extracellulaire (50). L'altération 

du GCX a pour conséquence, l'activation ou la libération des molécules sus mentionnées. Cette 

altération peut être causée par différentes situations pathologiques comme l'inflammation, 

l'ischémie ou le traumatisme (48). Le détachement du GCX de la cellule endothéliale provoque une 

dysfonction endothéliale qui altère la fonction de barrière vasculaire. La coagulation plasmatique 

s’active alors de façon excessive (51), tout comme l'adhésion et l'agrégation des plaquettes. 

L'adhésion et la migration des leucocytes sont également favorisées (52).  

II- Dysfonction endothéliale et hypercoagulabilité 

La perturbation du flux vasculaire peut provoquer un état inflammatoire au sein des CE et induire un 

stress du réticulum endothélial (53). Ce stress peut exacerber l'état inflammatoire au sein des CE par 

l’augmentation des niveaux d'activation de NF-κB (54). Un flux sanguin perturbé peut également 

induire la sénescence des CE par l'activation des voies p53/p21. Ceci induit un phénotype de sécrétion 

caractérisé par de faibles niveaux de NO, une activité accrue des facteurs de transcription de la 

protéine de liaison de l’élément de réponse à l’AMP cyclique et des niveaux élevés de p38 MAPK et 

les espèces réactives de l’oxygène (ROS) (55). L'activation de l'endothélium favorise également le 

recrutement des monocytes circulants via la régulation à la hausse des chimiokines, plus 

particulièrement CCL5, CXCL1, les cytokines MCP-1 et IL-8 et les protéines d'adhésion de surface 

VCAM-1, ICAM-1 et P-selectine et plusieurs glycosaminoglycanes (56–58). Sous l’effet de ces 

chimiokines inflammatoires, les CE deviennent procoagulantes. Une diminution de synthèse de TM 

par la CE entraine une diminution de l'activation de la protéine C et une augmentation de la production 

de PAI-1. De façon synergique, les CE commencent à exprimer le FT et le FV procoagulant en réponse 

aux médiateurs inflammatoires (le facteur de nécrose tumorale-α (TNF- et l'interleukine-1 (IL1)) (59). 

Les monocytes circulants recrutés vont produire des microvésicules favorisant l’activation de la 

coagulation. Ces microvésicules sont principalement composées de FT et de phosphatidylsérine. Le 

FT initie la voie extrinsèque de la de coagulation, agissant comme son activateur principal, tandis que 

la phosphatidylsérine sert de support à la coagulation en recrutant les facteurs vitamine K dépendant : 

facteurs VII, IX, X et prothrombine (60).  

 

L’ensemble de ces altérations augmente ensuite le dépôt local de fibrine sur la paroi du vaisseau. Les 

modifications de la perméabilité de la paroi du vaisseau favorisent en outre le passage des cellules 

inflammatoires et des protéines de coagulation dans la paroi du vaisseau, stimulant ainsi la production 
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locale de thrombine, enzyme prothrombotique, mais aussi pro-inflammatoire. L'accumulation rapide de 

fibrine dans la formation de son réseau augmente sa résistance à la fibrinolyse tout en renforçant la 

densité du réseau (61). Les microvésicules monocytaires fusionnent avec les plaquettes, transférant 

le FT pour initier la coagulation sanguine (62). Ce transfert est médié par l'interaction entre le PSGL-1 

sur les microvésicules et la PS sur les plaquettes (63).  

En plus des mécanismes de dysfonction endothéliale liés à l'inflammation, le FVIIa, le FXa, et la 

thrombine peuvent agir directement sur les cellules de la paroi des vaisseaux, par l’intermédiaire des 

récepteurs PAR (64). Les PAR appartiennent à une famille de quatre récepteurs couplés aux protéines 

G, connus avec un mode unique d'activation. L'activation de PAR par la thrombine dépend du clivage 

protéolytique du domaine N-terminal du récepteur, générant une nouvelle extrémité aminée qui agit 

comme un ligand pour activer le récepteur.  La thrombine clive avec 4 fois plus d’efficacité le récepteur 

PAR-1 que la PCa (65). Cette différence observée a un impact physiologique sur la paroi des 

vaisseaux. La PCa peut activer le PAR-1 sur les CE de manière dépendante de l’EPCR ce qui induit 

un effet thérapeutique de la PCa dans le sepsis (66). Il a également été démontré que l'activation de 

PAR1 avait un effet protecteur en empêchant l'apoptose des CE et des neurones dans un modèle 

murin d'accident ischémique cérébral (67). Contrairement à la PCa, il a été démontré que le clivage 

par la thrombine de PAR-1 induisait des réponses pro-inflammatoires, une apoptose et augmentait la 

perméabilité de la barrière dans les CE (68). L’action de la thrombine sur le récepteur plaquettaire 

induit leur activation et leur agrégation, amplifiée par la sécrétion de vWF secondaire à l’atteinte 

endothéliale (69).  

Ainsi en fonction de l’étiologie responsable de la dysfonction endothéliale les mécanismes 

d’hypercoagulabilité seront différents. Dans ce travail de thèse, nous allons décrire trois situations 

cliniques responsables de dysfonction endothéliale : le syndrome des antiphospholipides, la fibrose 

pulmonaire idiopathique et l’infection à SARS-Cov2. 

 

1. Syndrome des antiphospholipides  

 

1.1. Généralités 

Les premiers anticorps antiphospholipides (aPL) ont été découverts en 1906 chez un patient 

syphilitique. Cette sérologie, qui ciblait la cardiolipine, est devenue une méthode de diagnostic 

connue sous le nom de Veneral Disease Research Laboratory (70). L’évolution des techniques de 

laboratoire a permis en 1983, grâce à Hughes et al (71), de mettre en évidence, avec plus de 

sensibilité, la présence des anticorps anticardiolipine (aCL) chez des patients atteints de lupus 

érythémateux systémique (LES) ayant des antécédents de thrombose. Au début des années 1990, 

un autre anticorps, l’anticorps anti-béta-2-glycoprotéine 1 (anti-β2GPI), a été mis en évidence dans 



 

28 

 

les phénomènes de thrombose associés ou non aux aCL (28). Ces 2 auto anticorps font partie des 

critères diagnostiques du SAPL avec le lupus anticoagulant (LA) (72).  

Le syndrome des antiphospholipides (SAPL) est un syndrome clinico-biologique associant la 

persistance d’aPLet une atteinte vasculaire de type thrombose veineuse et/ou artérielle, et /ou une 

morbidité obstétricale (Tableau 2). 

La prévalence est estimée à 0,5% (73) et les aPL peuvent être retrouvés de façon transitoire chez 

5% de la population générale sans être associés à des complications cliniques.  

 

Tableau 2. Critères de classification de Sydney (d’après O. Meyer) 

1.1.1. Syndrome des antiphospholipides thrombotique  

Les principales données épidémiologiques proviennent du projet « Europhospholipid », qui a consisté 

en la création d’un registre international prospectif incluant 1000 patients suivis au cours du temps 

(74). L’analyse initiale à l’inclusion des patients faisait état d’une prépondérance féminine du SAPL 

surtout dans sa forme associée au LES (8 femmes/1 homme) comparativement à la forme primaire 

(3.5F/1H). La moyenne d’âge de survenue du SAPL était de 42±14 ans. Près de 53 % des patients 

avaient une forme primaire, le lupus érythémateux systémique était quant à lui associé au SAPL dans 

36 % des cas. La mortalité à 10 ans était de 9.7 % avec comme principales étiologies, la récidive 

thrombotique (36.5 %), les infections (23%) et les hémorragies (10%), secondaires aux traitements 



 

29 

 

anticoagulants. Au cours du suivi à 5 ans et à 10 ans, les taux de récidives thrombotiques étaient 

respectivement de 16.6 % et de 15.3 % (75,76). 

L’un des enjeux majeurs de cette pathologie est de définir des profils de risque de récidive afin d’ajuster 

le traitement antithrombotique et même de discuter un arrêt de celui-ci chez les patients à très faible 

risque. Les données cliniques actuelles permettent quant à elles d’établir que les patients avec 

atteintes artérielles et/ou microcirculatoires ont un profil de risque de récidive plus important.  

 

1.1.2. Syndrome des antiphospholipides obstétrical 

Le SAPL purement obstétrical est caractérisé cliniquement par une morbidité de la grossesse chez les 

femmes sans antécédent de thrombose (avortements répétés et inexpliqués avant la 10e semaine, 

perte fœtale inexpliquée à partir de la 10e semaine, ou naissance prématurée avant la 34e semaine 

en raison d'une prééclampsie) (77).  Dans le registre Europhosholipid, les formes obstétricales à 

l’inclusion étaient essentiellement représentées par les fausses couches précoces (10 semaines 

d’aménorrhée) dans 17% des cas. Au cours du suivi, 188 grossesses sont survenues avec un taux de 

naissances vivantes de 73%. La principale complication obstétricale était la survenue d’une fausse 

couche précoce chez 16.5% des grossesses, alors qu’une prématurité ou un retard de croissance 

intra-utérin étaient rapportés dans 48.2 % et 26 % des grossesses. Dans un registre uniquement 

constitué de 1000 patientes atteintes d’un SAPL obstétrical (EUROAPS) (78), il y avait une 

complication du SAPL dans 65,1% des cas : fausses couches précoces dans 38,6% des cas, 

prématurité dans 22,8% des cas, pré éclampsie dans 22,7% des cas et retard de croissance intra 

utérin dans 20,7%. Néanmoins dans 74,7% des cas, une naissance vivante a été observée.  

 

1.1.3. Porteurs asymptomatiques d’anticorps antiphospholipides 

Les porteurs asymptomatiques d’aPL ont une persistance d’aPL sans évènement clinique. Diverses 

situations peuvent induire transitoirement des aPL, telles que les infections virales et bactériennes, 

certains traitements médicamenteux (béta-bloquants, neuroleptiques…). Ces situations sont rarement 

associées à un évènement clinique. 

Des études, menées chez des porteurs asymptomatiques d’aPL, ont démontré que le risque de 

survenue d’un évènement thrombotique était lié au profil des aPL (la présence d’un lupus anticoagulant 

serait associé à un risque thrombotique plus important) (79–81). Le nombre d’anticorps positifs est 

aussi associé à un sur risque thrombotique : Pengo et al. ont montré que le risque annuel de premier 

évènement thrombotique était de 0.4% en cas de simple positivité contre 1.36% en présence de deux 

tests positifs et de 5.3% en cas de triple positivité (82). De plus, l’association de ces aPL à des 

traitements ou comorbidités (contraception oestroprogestative, tabagisme, hypertension) favorise la 

survenue d’évènement thrombotique (80,81,83). 
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1.2. Physiopathologie du syndrome des antiphospholipides  

1.2.1. Anticorps antiphospholipides 

 

La béta-2-glycoprotéine 1 est constituée de 5 domaines reliés par des ponts disulfures. Elle circule 

sous forme d’un ‘’beignet’’ replié (Figure 7). Sous cette forme, aucun anticorps ne peut se fixer à la 

GP. Il a été démontré que l’apparition des anticorps anti-2GPI pouvait être induite par injection à des 

souris du domaine 1 de la béta-2-glycoprotéine I, induisant les stigmates d’un SAPL (84). Les agents 

infectieux semblent être le principal trigger de la formation des aPL, en induisant un changement 

conformationnel. La liaison à la protéine H du Streptococcus pyogenes expose ainsi un épitope 

cryptique du domaine 1 pour les auto-anticorps (85). Ces aPL sont cependant transitoires, et d’autres 

stimulations semblent nécessaires pour développer un SAPL. 

 

 

Figure 7. Conformation de la béta-2-glycoprotéine 1  (85) 

 

1.2.1.1. Le lupus anticoagulant 

Les aPL ayant une activité Lupus anticoagulant (LA) allongent in vitro les tests de coagulation 

dépendant des PL. Les aPL allongent le temps de céphaline+activateur, par liaison aux PL qui 

permettent normalement la stabilisation des facteurs de la coagulation vitamine K dépendants. Il en 

résulte une liaison aux PL permettant la stabilisation et l’activation des différents facteurs de la 

coagulation qui entraine une formation de fibrine ralentie. La détection de l’anticoagulant lupique se 

fait en plusieurs étapes : le dépistage, la démonstration d’un effet inhibiteur et la confirmation. Elle 

nécessite la réalisation de deux tests de coagulation (lors de l’étape de dépistage) basés sur des 

principes différents. La sensibilité et la spécificité de la recherche de l’anticoagulant lupique en général 
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varient respectivement de 82 % à 99 % et de 88 % à 99 %. Les techniques doivent suivre les 

recommandations de l’International Society of Thrombosis and Hemostasis (86). 

Le risque de thrombose veineuse avec persistance d’un LA est de 6.14 [2.74-13.8] et le risque de 

thrombose artérielle est de 3.58 [1.29-9.92] (87). En outre, parmi les anti-β2GPI, ceux qui 

reconnaissent le domaine 1de la β2GPI sont détectés par les trois tests biologiques (LA, aCL et anti-

β2GPI) et seraient les plus pathogènes. Il n’est donc pas étonnant qu’une triple positivité de ces tests 

biologiques soit associée à un très fort risque relatif (RR) de thromboses (RR :33,3) (82,88) . 

1.2.1.2. Les anticorps anticardiolipine 

La cardiolipine est un phospholipide membranaire présent dans la paroi des mitochondries. Les tests 

immunologiques comme la chimioluminescence ou les billes multiplex sont les plus utilisés en pratique 

courante. L’ajout de β2GPI a permis d’augmenter la sensibilité du test et permet de détecter trois types 

d’anticorps différents :  

• Les anticorps reconnaissant le domaine 1 de la β2GPI, qui sont les plus associés aux 

thromboses 

• Les anticorps reconnaissant les autres domaines de la β2GPI, sans pertinence clinique 

particulière  

• Les anticorps reconnaissant la cardiolipine de manière indépendante de la β2GPI. Ce sont les 

anticorps qui sont le plus souvent produits suite aux infections virales. Ils sont le plus souvent 

transitoires, mais peuvent persister en cas d’infection chronique (VIH, Lèpre) 

 

1.2.1.3. Les anticorps anti-β-2-glycoprotéine I 

La β2GPI (apolipoprotéine H) est la cible principale des anticorps de SAPL et elle constitue le 

cofacteur indispensable de la liaison des aCL aux phospholipides membranaires. La β2GPI est 

composée d’une chaine polypeptidique organisée en 5 domaines. Son domaine 5 lui confère une forte 

affinité pour les molécules chargées négativement comme les phospholipides membranaires. Les 

travaux en micropsie électronique ont confirmé la présence de deux états conformationnels différents 

: un globulaire qui correspond à la forme circulante de la protéine et un autre ouvert lorsque la protéine 

est liée aux phospholipides. C’est le passage de la forme « fermée » à la forme « ouverte » qui 

démasque un épitope cryptique (Arg39-Arg43) du domaine 1 contre lesquels sont dirigés les aPL les 

plus pathogènes (84). 

 

1.2.2. SAPL et hémostase 

1.2.2.1. Le facteur tissulaire 

Il a été démontré que le FT était surexprimé au cours du SAPL. Les concentrations circulantes de FT 

proviennent des CE et des monocytes (89). La concentration plasmatique circulante de FT est 
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retrouvée augmentée chez les SAPL ayant développé un évènement thromboembolique (90). Cette 

expression est associée à des formes plus grave de SAPL (91,92). L'induction du FT est dépendante 

de l'activation de la NADPH endosomale et peut être limitée par des inhibiteurs de NFκB indiquant un 

rôle critique de ce facteur nucléaire dans la signalisation (93). Cette expression est dépendante de la 

voie de la protéine kinase activée par le mitogène p38, et de la voie MEK-1/ERK (92). Le TNFα 

représente l'étape intermédiaire dans l'expression du FT induite par l'anti-β2GPI (94). Le TFPI participe 

aussi à l’amplification du phénotype procoagulant dans le SAPL. Le TFPI oriente les monocytes vers 

une stimulation pro-inflammatoire, initiant les phénomènes thrombotique (95). 

1.2.2.2. Inhibition de la protéine C activée 

Le contrôle de la cascade de coagulation passe principalement par l’AT, inhibant tous les facteurs de 

la coagulation. La PCa intervient en inhibant les deux cofacteurs amplifiant la coagulation : les facteurs 

Va et VIIIa. L’hypothèse d’une RPCa dans le SAPL a été confirmée (96) notamment à l’aide des tests 

de génération de thrombine où il a été démontré une insensibilité à la protéine C exogène. Les 

anticorps ciblant le complexe antiphosphatidylsérine-antiprothrombine ont d’ailleurs une inhibition 

majorée de la PCa (97). 

1.2.2.3. Inhibition de l’activité de l’annexine A5 

Les aPL agissent par ailleurs sur le "bouclier" d’annexine A5 à la surface des cellules. L'annexine A5 

est une protéine de liaison phospholipidique dépendante du calcium, exprimée par divers types de 

cellules, y compris les CE et les trophoblastes placentaires (98). Physiologiquement, ce bouclier inhibe 

par un jeu de charge électronégative l’activation de la coagulation par l’intermédiaire de phospholipides 

anioniques : il limite en partie leur fixation à la surface cellulaire empêchant ainsi le déclenchement de 

la coagulation plasmatique. La réduction de l'annexine A5 sur les membranes cellulaires résulte d'un 

déplacement concurrentiel des IgG anti-β2GPI et les complexes immuns formés, empêchent le 

bouclier d’annexine A5 de se mettre en place et d’exercer son effet anticoagulant (99). 

1.2.2.4. Inhibition du tissue factor pathway inhibitor 

L’autre système de coagulation fortement impliqué au cours du SAPL est celui du TFPI. De 

nombreuses données cliniques ont démontré une diminution de TFPI circulant, associée à la 

persistance d’un LA et d’un événement thrombo-embolique (100,101). Des anticorps anti-TFPI ont été 

mis en évidence chez certains patients SAPL, associés à un relargage plus important de FT par les 

monocytes (102). De plus, chez certains patients SAPL, le profil de génération de thrombine montre 

une résistance à l’action du TFPI (103). 
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1.2.2.5. Inhibition de la fibrinolyse 

Plusieurs études se sont intéressées à l’inhibition de la fibrinolyse dans le SAPL. Ames et al., ont 

démontré une augmentation du PAI-1 et une diminution du tPA chez les patients SAPL ayant eu un 

évènement thrombotique (104).  

Un autre mécanisme potentiel de fibrinolyse altérée chez les patients atteints de SAPL est suggéré par 

des niveaux élevés de lipoprotéine a (Lpa) dans le plasma des SAPL (105). La Lpa partage une 

homologie structurelle avec le plasminogène, et peut interférer dans la dégradation de la fibrine, 

entraînant un défaut de fixation de la plasmine,  et une augmentation d’expression de PAI-1 par les 

CE (106). Il a aussi été démontré la persistance d’anticorps anti-plasmine chez les patients SAPL 

(107). La β2GPI peut également réguler la fibrinolyse par des interactions directes avec le 

plasminogène. Le domaine 5 de β2GPI peut être clivé de manière protéolytique par la plasmine pour 

créer un β2GPI "entaillé", qui a une affinité plus faible pour les phospholipides anioniques que le β2GPI 

intact (108). De plus, des niveaux accrus de TAFI et de TAFIa chez les patients atteints de SAPL ont 

été rapportés et sont corrélés à une hyperexpression du C5a (109). Cette augmentation est associée 

à une altération de la lyse du caillot de fibrine, majorée chez les SAPL triple positifs (110). 

1.2.3. Diminution de la production de NO 

Les patients atteints de SAPL ont une réduction des taux plasmatiques de nitrites, et une altération de 

la dilatation médiée par le flux suggérant une diminution de la production basale du NO par la eNOS 

(111). L'interaction des aPL avec β2GPI engage les récepteurs transmembranaires, le récepteur 2 de 

l'apolipoprotéine E (apoER2 ; LRP8). La délétion globale de l'apoER2 chez la souris permet de protéger 

contre la thrombose induite par les aPL (112). L'apoER2 endothélial intervient dans le recrutement de 

Disabled-2 et de la protéine transformante 1 contenant le domaine Src, induit par les aPL. Ce complexe 

active la phospholipase A2 qui va induire la déphosphorylation d’AKT et de la eNOS, et en 

conséquence une diminution de la production de NO et la formation d’un thrombus (113). 

1.2.4. Hyperactivation du complément 

Le complément a un rôle critique dans la morbidité obstétricale ou les thromboses induites par les aPL 

dans les modèles murins de SAPL.  Le transfert passif d'IgG de patients atteints de SAPL entraîne une 

perte fœtale chez les souris enceintes (114). Les souris déficientes en C3 sont naturellement 

résistantes à la perte fœtale induite par les aPL (115). Il a aussi été démontré que la déficience en C5 

ou le traitement des souris avec un anticorps monoclonal anti-C5a protège contre la perte fœtale et le 

retard de croissance induits par les aPL (116). L'activation du complément a été observée dans les 

sérums de patients avec antécédents de syndrome catastrophique des antiphospholipides et de 

thromboses. L'activation du complément était observée au moment d'un événement thrombotique et 

68,5 % des patients avaient toujours une hyperactivation du complément 1 an après l’évènement 
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thrombotique (117).  L’hyperactivation du complément est retrouvée dans la théorie du ‘’two hit trigger’’, 

à savoir une atteinte endothéliale associée à une hypercoagulabilité secondaire à une autoimmunité 

(118). Un déséquilibre entre l'activation du complément et sa régulation à la surface de la paroi 

vasculaire est à l'origine d’orage thrombotique, qui se traduisent par des événements thrombotiques 

graves, largement résistants aux traitements anticoagulants et/ou antiplaquettaires. Une piste 

thérapeutique potentielle est l’inhibition de la voie terminale commune du complément par l'éculizumab. 

Une réponse a été observée dans une série de patients atteints d’un le syndrome catastrophique des 

antiphospholipides réfractaire (119). Cinq des patients ont survécu. Cette étude préliminaire a 

cependant un biais qui est une initiation tardive du traitement (après anticoagulation curative, 

glucocorticoïdes, échange plasmatique et/ immunoglobuline polyvalente). Un traitement précoce 

pourrait potentiellement améliorer la survie des patients. 

On comprend ainsi que la physiopathologie du SAPL est complexe ; elle est résumée dans la figure 8 

 

Figure 8. Physiopathologie du SAPL 
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1.3. Traitement du SAPL 

1.3.1. Thrombose artérielle et veineuse 

1.3.1.1. Prévention primaire 

Il est recommandé de différencier les patients en prévention primaire ou secondaire. La prévention 

primaire reste controversée. Une étude multicentrique menée par Erkan et al. n’a pas mis en évidence 

de bénéfice d’un traitement par faible dose d’aspirine chez les patients asymptomatiques (120). 

Toutefois, chez les patients à haut risque (triple positivité), il est recommandé d’introduire une faible 

dose d’aspirine au long cours (121). Les recommandations actuelles sont un contrôle des facteurs de 

risque cardiovasculaires et une thromboprophylaxie lors des situations à risque (immobilisation, 

chirurgie, contraception, grossesse) (122).  

1.3.1.2. Prévention secondaire 

Le traitement de choix pour une thrombose veineuse est un traitement par anti-vitamine K (AVK) avec 

un INR cible entre 2 et 3. Il a clairement été démontré qu’un INR plus élevé expose à un risque majoré 

d’hémorragie sans diminuer le risque de récidive de thrombose (123,124). La durée de 

l’anticoagulation est définie au cas par cas en prenant en compte le risque cardiovasculaire et le type 

d’aPL. Un score de risque a été défini en fonction de ces paramètres (Tableau 3). Le score GAPSS, 

qui définit les patients à fort risque thrombotique quand le score est supérieur à 11 mais la sensibilité 

de ce score est de 71% et la spécificité de 79% chez patients atteints de LES (125). Les anticoagulants 

oraux directs ne sont pas recommandés pour les SAPL thrombotiques, en particulier ceux qui sont 

triple positifs (126). Les études réalisées sur des marqueurs biologiques comme le test de génération 

de thrombine (127) ou chez les patients triple positifs (128), ont démontré un état hypercoagulable et 

une récidive thrombotique, principalement artérielle plus importante chez les patients sous AOD par 

rapport aux patients sous AVK (129). Les groupes d’experts recommandent, chez les patients atteints 

de SAPL, un traitement un relai ou traitement par AVK en cas de diagnostic de SAPL (130,131). 

Paramètre Coefficient 

Hyperlipidémie 3 

Hypertension artérielle 1 

ACL IgG/IgM 5 

IgG/IgM anti-β2GPI 4 

Anti phosphatidylsérine/prothrombine IgG/IgM 3 

ACC 4 
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Tableau 3. Critère score GAPSS 

 

1.3.2. SAPL obstétrical 

Le SAPL étant régulièrement associé au LES et étant une maladie auto immune, les premiers essais 

de traitement reposaient sur l’administration de corticoïdes pendant la grossesse (132). Des 

associations prednisone et faible dose d’aspirine ont ensuite été testées avec de meilleurs résultats 

(76,5% de grossesse arrivant à terme dans le groupe traité vs 8,5% dans le groupe non traité) (133). 

Devant les propriétés anti-inflammatoires et inactivatrices du complément, qui interviennent dans la 

physiopathologie du SAPL obstétrical, un essai comparant l’héparine à la prednisone, les deux 

associés à de faible dose d’aspirine, a démontré qu’il n’y avait pas de différence significative entre les 

deux molécules (75% de grossesse à terme), mais il y avait moins d’effets indésirables et de morbidité 

associés pour la mère et le fœtus à l’utilisation de l’héparine (134). Le traitement associant 

héparine/héparine de bas poids moléculaire et aspirine faible dose est devenu le traitement de 

référence du SAPL obstétrical. Malgré le traitement par héparine et aspirine, il reste 25% de SAPL 

obstétricaux réfractaires.  

 

1.3.3. Hydroxychloroquine 

L’hydroxychloroquine (HCQ) est initialement un antipaludéen de synthèse. Historiquement, elle a été 

utilisée comme immunomodulateur dans le lupus cutanée depuis 1956 (135). Depuis, l’HCQ est 

devenue un traitement de référence du lupus érythémateux systémique. L’intérêt qu’il suscite dans le 

SAPL est plus récent et fait suite au constat que l’HCQ semblait réduire le risque de thromboses 

veineuses chez les malades atteints de lupus associé à des aPL (136,137). Dans le SAPL obstétrical, 

l’association HCQ avec l’héparine et aspirine faible dose permet une diminution des pertes fœtales de 

81% à 19% et permet une diminution importante de la morbi-mortalité materno-fœtale (138,139). 

L’HCQ, de par ses propriétés immunomodulatrices et anti-inflammatoires, entraine une diminution du 

taux d’IL1, du récepteur soluble de l’IL8 et du récepteur soluble de l’IL2, ainsi qu’une diminution 

d’activation des TLR (140). En effet, cette molécule est une base faible qui s’accumule dans les 

lysosomes. Or l’acidification lysosomale est un pré-requis indispensable à l’activation de ces TLR. 

L’HCQ peut aussi avoir pour propriété de diminuer le LDL cholestérol et d’augmenter le HDL, ce qui 

participe à une diminution du risque athéromateux (141). L’HCQ diminue l’affinité des aPL à la β-2GPI 

(142) ainsi que le titre des aPL (143). Plusieurs études in vitro ont montré une diminution de la 

production de cytokines pro inflammatoires (TNFα, IL6, IFNα) ainsi qu’une diminution de l'expression 

d’IRAK4 et IRF7 secondaire à une inhibition de l’activation des TLR 7, 8, 9 en présence d’HCQ (144) 
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2. Fibrose pulmonaire idiopathique 

 

La pneumonie interstitielle idiopathique la plus courante est la fibrose pulmonaire idiopathique (FPI). 

C’est une maladie pulmonaire interstitielle fibrosante chronique, progressive et de cause inconnue, 

souvent caractérisée par des images et des signes histologiques. Elle survient principalement chez le 

sujet âgé (145). La FPI est souvent mal diagnostiquée et le traitement par immunosuppresseur n’est 

pas spécifique. Elle est associée à un taux de mortalité élevé et certains traitements permettent de 

ralentir la progression de la maladie. 

 

2.2. Epidémiologie 

La prévalence et l’incidence de la FPI sont en augmentation. L'incidence de la FPI semble être plus 

élevée en Amérique du Nord et en Europe (3 à 9 cas pour 100 000 personnes-années) qu'en Amérique 

du Sud et en Asie de l'Est (moins de 4 cas pour 100 000 personnes-années) (146). Aux États-Unis, la 

prévalence de la FPI se situerait entre 10 et 60 cas pour 100 000, et semble plus diagnostiquée chez 

les adultes de plus de 65 ans, avec une prévalence de 494 cas pour 100 000 en 2011 (147). 

L'augmentation des taux d'admission à l'hôpital et de décès dus à la FPI est probablement secondaire 

aux comorbidités des patients (148). L'âge avancé et le sexe masculin sont des facteurs favorisant la 

FPI (149). 

 

2.3. Symptomatologie et évolution clinique 

 

Les patients atteints d'une maladie pulmonaire interstitielle ont souvent au départ un diagnostic de 

bronchopneumopathie chronique obstructive (150). Dans certains cas, les patients ont présenté une 

dyspnée et une toux sèche jusqu'à 5 ans avant que la maladie pulmonaire interstitielle ne soit 

diagnostiquée (150). Une reconnaissance précoce et un diagnostic précis sont susceptibles 

d'améliorer les résultats en évitant les thérapies potentiellement dangereuses (les glucocorticoïdes 

pour la FPI)(151) et en initiant rapidement des thérapies qui sont efficaces (152,153). 

Le pronostic de la FPI est mauvais, avec une survie médiane de 3,8 ans chez les adultes de 65 ans 

ou plus (147). De nombreux patients décèdent d'une insuffisance respiratoire hypoxémique 

progressive et chronique (154). Chaque année, environ 10 à 20 % des patients atteints de la FPI 

présentent une exacerbation aiguë, caractérisée par une insuffisance respiratoire hypoxémique 

aggravée. Les exacerbations peuvent être déclenchées par un événement clinique (une infection, 

secondaire à un médicament) mais sont souvent idiopathiques (155). La plupart des patients souffrant 
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d'une exacerbation aiguë décèdent d'une insuffisance respiratoire aiguë. Le seul traitement en phase 

aigüe sont les glucocorticoïdes, avec une faible réponse, et le recours à la ventilation mécanique n’est 

pas recommandé (145). 

 

2.2.1. Emphysème 

Soixante-dix à 80 % des personnes atteintes de FPI ont un antécédent de tabagisme, ce qui est un 

facteur de risque établi (156). Environ 30 % des patients atteints de FPI présentent un emphysème 

pulmonaire concomitant (157), dont 8 à 27 % avec au moins 10% d’emphysème pulmonaire (158). Le 

syndrome de fibrose pulmonaire et d’emphysème combinés est reconnu comme un phénotype de FPI 

(159). Les personnes atteintes sont généralement des hommes avec des antécédents de tabagisme 

importants et un besoin accru en oxygène (157,159). Les caractéristiques physiologiques respiratoires 

reflètent l’impact opposé de la fibrose parenchymateuse et de la destruction parenchymateuse sur le 

débit d’air et les volumes pulmonaires, ainsi que l’impact additif sur l’échange gazeux. Une prévalence 

accrue de l’hypertension pulmonaire a également été démontrée chez ces patients (160). Certaines 

études suggèrent une réduction de la survie (157,160,161). 

 

2.2.2. Cancer du poumon 

Comparé à celui de la population générale, le risque de développer un cancer du poumon chez les 

personnes atteintes de FPI est presque cinq fois plus élevé, avec 3 à 22 % des patients touchés et 

une incidence estimée à 11 cas pour 100 000 personnes-années (162,163). Le risque annuel de cancer 

du poumon augmente dans les années suivant le diagnostic de FPI (162). Le lien étroit entre FPI et 

cancer est probablement lié aux antécédents de tabagisme (156). 

 

2.2.3. Evènement thrombo-embolique 

Des analyses longitudinales de patients atteints de FPI suggèrent que le risque de maladie thrombo-

embolique veineux (MTEV) est 3 à 6 fois plus élevé chez les patients atteints de FPI que chez les 

sujets témoins, avec un nombre estimé de 6 à 9 nouveaux événements pour 1 000 années-personnes 

(164,165). L’embolie pulmonaire doit être suspectée chez les patients présentant une aggravation 

clinique aiguë ou subaiguë, car cela indique souvent une exacerbation aiguë (155). Les 

recommandations sont un traitement court, car il a été démontré que le traitement par la warfarine 

augmentait le risque de décès dans une population générale de patients atteints de FPI (166). 

 

2.2.4. Maladie coronarienne 
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La FPI et la coronaropathie ont en commun plusieurs facteurs de risque, notamment l’âge, le sexe 

masculin et les antécédents de tabagisme. Parmi les plus grandes études rétrospectives, la prévalence 

estimée des maladies coronariennes chez les personnes atteintes d’FPI varie de 4 à 25 % (167,168). 

Des analyses longitudinales ont suggéré que 7 % des patients développeront une coronaropathie dans 

les années suivant le diagnostic d’FPI (168) et que ces patients ont un risque trois fois plus élevé de 

souffrir d’un syndrome coronarien aigu par rapport aux sujets témoins (164). 

 

2.3. Physiopathologie 

 

La survenue de FPI semble liée à des lésions épithéliales récurrentes, associé à un vieillissement 

épithélial accéléré, entraînant une réparation aberrante de l’alvéole lésée et le dépôt de fibrose 

interstitielle par les myofibroblastes. La sénescence des cellules épithéliales alvéolaires et des 

fibroblastes semble être un phénotype central qui favorise la fibrose pulmonaire (169). Le 

raccourcissement des télomères, les lésions oxydatives et le stress du réticulum endoplasmique  

entraînent une diminution de la prolifération des cellules épithéliales alvéolaires et de la sécrétion des 

médiateurs profibrotiques (169,170). Les variations des gènes de la desmoplaquine, la protéine 

d’ancrage A-kinase 13, l’alpha catenine 1 et la dipeptyle peptidase 9 confèrent une prédisposition à 

l’FPI (171,172). Un polymorphisme du nucléotide de la région promotrice de la mucine 5B  augmente 

considérablement le risque de développer une FPI (173). Cette mucine est une glycoprotéine 

nécessaire au dégagement des voies respiratoires et aux réponses immunitaires innées contre les 

bactéries (174). Une clairance mucociliaire aberrante entraîne des altérations du microbiome 

pulmonaire et des réponses immunitaires innées qui favorisent la FPI (175). Le Transforming Growth 

Factor Beta (TGF-β) est largement impliqué dans la FPI et est surexprimé dans la plupart des maladies 

fibrotiques (176). La surexpression prolongée de TGF-β supprime l'inflammation et favorise la 

fibrogenèse en augmentant la migration et la prolifération des fibroblastes, en activant la différenciation 

des fibroblastes en myofibroblastes et en stimulant la synthèse des myofibroblastes et le dépôt de 

protéines de la matrice extracellulaire (177). L'hyperactivation du récepteur TGF-β déclenche une 

réponse fibro proliférative excessive par le biais d'un réseau complexe de cascades de signalisation, 

avec la voie de signalisation des SMAD2 et 3 (178). D’autres voies de signalisation vont intervenir 

((PI3-AKT, RHO like GTPase, JNK P38 MAPK) (179) qui régulent la transcription des médiateurs 

profibrotiques (synthase d'acide gras (FASN) ; glucose transporter-1(GLUT1)), des facteurs de 

croissance supplémentaires (facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) ; facteur de 

croissance épidermique(EGF)), des micro ARN et des protéines de la matrice extracellulaire 

(180,180,181). 
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La fibrogénèse au cours de la FPI participe aussi à un remodelage vasculaire anormal. Dans les formes 

avancées de FPI, il a été retrouvé une plus grande mobilisation des PEC et des cellules endothéliales 

circulantes, reflétant une atteinte vasculaire et de l’angiogenèse (182). Les progéniteurs de patients 

atteints de FPI ont une senescence augmentée(183). Les cellules endothéliales ont été décrites 

comme contribuant à la fibrogénèse en favorisant la transition des fibroblastes aux myofibroblastes 

(184). En parallèle, des microvésicules d’origines endothéliales et plaquettaires sont associées à une 

forme plus avancée de la maladie (185). Ces microvésicules endothéliales augmente la migration des 

fibroblastes de patients sains, diminuant l’activité fibrinolytique endothéliale (185). Les PEC secrètent 

de l'IL-8, participant à l'infiltration pulmonaire par les neutrophiles dans les stades avancés de FPI 

(183). Les neutrophiles dérégulent la production de métalloprotéises, ayant un rôle dans la fibrogénèse 

(186). 

 

L’ensemble des mécanismes physiopathologiques de la fibrose pulmonaire idiopathique est résumé 

dans la figure 9. 

 



 

41 

 

 

Figure 9. Physiopathologie de la fibrose pulmonaire idiopathique (187) 

 

2.4. Hypercoagulabilité au cours de la fibrose pulmonaire idiopathique 

 

Il a été démontré chez les patients atteints de FPI un état hypercoagulable, avec une augmentation 

des concentrations circulantes en FT, facteur FVII, FXa et thrombine (188,189). Tous ces facteurs de 

coagulation individuels exercent des effets cellulaires profibrotiques par l’activation des récepteurs de 

surface cellulaire activés par la protéase. En effet, le FVIIa peut contribuer au développement de la 

FPI en activant les PAR-2, tandis que le FXa induit des effets profibrotiques via les PAR-1 ou les PAR-

2 (190,191). La thrombine, amplifie la formation de fibrine et active le PAR-1, induisant la production 

de collagène par la matrice extra cellulaire (192). Sur un modèle murin de FPI, les souris surexprimant 

la PCa endogène sont protégées de la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine, avec diminution 

de concentration en hydroxyproline et de TGF-β1. Initialement, des macrophages vont produire des 
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cytokines profibrotiques, activant les fibroblastes. Le recrutement des macrophages, secondaire aux 

lésions épithéliales, est diminué dans le poumon des souris exprimant la PCa (193).  

Chez les patients atteints de FPI, des phénomènes de coagulation et de fibrinolyse se produisent dans 

le compartiment alvéolaire (Figure 10). La concentration en FT est élevée dans le liquide de lavage 

bronchoalvéolaire et proportionnelle à la sévérité de la maladie chez les patients atteints d’une maladie 

grave et progressive (194).  En parallèle de l’activation de la coagulation, le liquide de lavage 

bronchoalvéolaire des patients atteints de FPI exprime des niveaux accrus de PAI-1 (194). Le 

plasminogène naturellement présent, clive la fibrine formée (195). Une augmentation de concentration 

en inhibiteur du plasminogène est retrouvée chez les patients atteints de FPI. Cette augmentation est 

corrélée avec le dépôt de collagène un niveau pulmonaire, ce qui confirme la relation entre le PAI-1 et 

la présence de fibrose (196). Chez les patients en état d’exacerbation, il a été démontré une 

concentration plasmatique plus importante en D-dimères chez ceux qui décédaient (197). Les D-

dimères reflètent à la fois l’activation de la coagulation et la fibrinolyse. 

 

Figure 10. Compartiment alvéolaire dans la fibrose pulmonaire idiopathique (198) 

2.5. Traitement de la fibrose pulmonaire idiopathique 

2.5.1. Traitement non médicamenteux 

2.5.1.1. Oxygénothérapie 

L'administration d'oxygène réduit la dyspnée à l'effort et améliore la tolérance à l'effort (199). Les 

recommandations sont une mise en place d’une oxygénothérapie à domicile si la saturation en 

oxyhémoglobine est inférieure à 88%, à l'effort ou pendant le sommeil.  

 



 

43 

 

2.5.1.2. Réhabilitation pulmonaire 

La réadaptation pulmonaire permet chez les patients atteints d'une maladie pulmonaire avancée, 

d’améliorer la capacité d'exercice et la qualité de vie (200). 

 

2.5.1.3. Transplantation pulmonaire 

Seule une minorité de patients atteints de FPI reçoit une greffe. La transplantation pulmonaire peut 

prolonger la survie et améliorer la qualité de vie des patients. Cependant, seuls 66 % des receveurs 

de greffe atteints de FPI survivent plus de 3 ans après la transplantation et seuls 53 % survivent plus 

de 5 ans (201). Les complications les plus courantes sont le dysfonctionnement primaire du greffon, 

les formes aiguës et chroniques de rejet de l'allogreffe, les infections à cytomégalovirus et le cancer 

(201). 

 

2.5.2. Traitement pharmacologique 

2.5.2.1. Nintedanib 

Le nintedanib est un inhibiteur de la tyrosine kinase qui cible les voies du facteur de croissance, y 

compris celles en aval des récepteurs 1, 2 et 3 du facteur de croissance endothélial vasculaire, des 

récepteurs 1, 2 et 3 du facteur de croissance des fibroblastes et du récepteur du facteur de croissance 

dérivé des plaquettes (202). En inhibant ces récepteurs à tyrosine kinase, le nintedanib interfère avec 

un certain nombre de processus qui ont été impliqués dans la pathogenèse de la FPI, notamment la 

prolifération et la migration des fibroblastes pulmonaires, et la différenciation des fibroblastes en 

myofibroblastes. Deux essais parallèles de phase 3, d'une durée de 52 semaines, ont montré de façon 

constante que le traitement par le nintedanib, comparé au placebo, était associé à un risque 

significativement réduit de progression de la maladie (203). Le nintedanib semble également avoir un 

effet bénéfique sur la mortalité (204). 

 

2.5.2.2. Pirfenidone 

La pirfenidone a un certain nombre d'effets anti-inflammatoires par la régulation à la baisse des 

principaux facteurs de croissance pro-fibrotiques, dont le TGF-β ; l'inhibition des cytokines 

inflammatoires (par exemple TNF-α), et la réduction de la peroxydation des lipides et du stress 

oxydatif ; mais aussi des effets anti-oxydants par la régulation à la baisse des principaux facteurs de 

croissance pro-fibrotiques, dont le TGF-β ; l'inhibition des cytokines inflammatoires (par exemple 

facteur de nécrose tumorale - α), et la réduction de la peroxydation des lipides et du stress oxydatif 

(205). Une méta-analyse réalisée à partir d'essais cliniques sur la FPI a montré que le traitement à la 

pirfenidone est associé à une réduction du risque de mortalité (206). 
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2.5.2.3. Treprostinil 

 

L’effet bénéfique du treprostinil a été démontré chez des patients atteints de FPI à un stade avancé et 

d'hypertension artérielle pulmonaire en améliorant la fonction cardiaque droite sans compromettre 

l'oxygénation systémique(207). Les prostacyclines agissent par l'intermédiaire du récepteur IP, qui 

stimule l'adénylate cyclase, entraînant la génération d'AMP cyclique intracellulaire (AMPc) (208). Les 

analogues de la prostacycline inhibent la prolifération des cellules musculaires lisses par l'inhibition de 

Smad6 et l'activation de Smad1/5, ce qui suggère un dialogue croisé avec la signalisation TGF-β (209). 

Le tréprostinil inhibe les effets pro-fibrotiques du PDGF-BB et du TGF-β1 sur les fibroblastes 

pulmonaires humains primaires (210). 

 

3. Infection à SARS-CoV-2 

 

Le Coronavirus SARS-CoV-2 provoque une maladie appelée COVID-19 (COrona-VIrus Disease 

2019). C’est une maladie infectieuse émergente de type zoonose virale. Les signes cliniques fréquents 

sont ceux d’une infection pulmonaire aigüe, allant de la forme pauci-symptomatique au syndrome de 

détresse respiratoire aigüe, associée à une défaillance multi-viscérale. Quatre-vingts pour cent des 

patients sont pauci ou asymptomatiques. Il existe cependant des complications respiratoires majeures 

pour le reste des patients, nécessitant une hospitalisation en réanimation et pouvant aboutir au décès 

dans 5 % des cas (211).  

  

3.1. Physiopathologie 

Le SARS-CoV-2 induit un stress inflammatoire produisant des cytokines, dont l’IL-6, IL-1 ou TNF-α 

sont susceptibles d’inactiver la protéine ADAMTS-13. Cette protéine est impliquée dans la régulation 

de la taille des multimères de facteur Willebrand et leur permet d’avoir une taille adaptée à une 

coagulation normale. Son déficit conduit à un état pro-coagulant. Ainsi la pathologie à SARS-CoV-2 

pourrait induire une altération de la coagulation tout comme celle observée au cours du sepsis. De 

plus, dans la série de Zhang et al., les patients admis en réanimation pour COVID-19 présentent un 

taux de D-dimères plus élevés que la normale, suggérant un état pro-thrombotique sans que la cause 

ne soit identifiée (212). Cette augmentation des D-dimères au cours de la maladie COVID-19 est elle-

même associée à une surmortalité (213). 

 

3.1.1. Endothélium et COVID-19 

La protéine Spike des coronavirus est le médiateur de l'entrée du virus dans les cellules cibles. L'entrée 

dépend des interactions physiques de l'unité de surface, S1, de la protéine S avec un récepteur de la 
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cellule hôte, qui facilite la fixation du virus à la surface des cellules cibles. Le SRAS-CoV-2 engage 

l’enzyme de conversion de l’angiotensine 2 comme récepteur primaire (214). L’état hyper-

inflammatoire et pro-coagulant caractéristique de la COVID-19 implique un rôle critique de 

l'endothélium, à la fois comme effecteur contribuant à l'inflammation et à la thrombose, et comme 

organe cible, dont le dysfonctionnement peut contribuer à un mauvais pronostic (215).  Le SRAS-CoV-

2 peut aussi interagir directement avec les CE vasculaires (216,217). Plusieurs facteurs de risque de 

maladies cardiovasculaires, dont le diabète, l'obésité, la dyslipidémie, le tabagisme et l’âge avancé, 

peuvent induire un dysfonctionnement de la CE. Ces différents facteurs de risque ont été retrouvés 

chez les patients développant une forme sévère de COVID-19 (218). En outre, un phénotype 

prothrombotique et une coagulation intravasculaire disséminée (CIVD) ont été observés dans la 

COVID-19. Plusieurs études ont décrit une CIVD chez certains patients atteints de COVID-19. Dans 

l'étude de Fogarty et al. (219), la CIVD était rare et apparaissait au stade avancé de la maladie. Dans 

deux autres études (220,221), la CIVD était plus fréquente chez les patients avec un mauvais 

pronostic. Cette CIVD est secondaire à l’affection à SARS-CoV-2 et reflète le dysfonctionnement de la 

CE. en effet, cet état favorise le développement de thrombose entraînant l'exposition du matériel sous-

endothélial, qui va amplifier l’agrégation plaquettaire, l'activation de la thrombine et la production de 

fibrine (222). En revanche, chez les 24 patients de l’étude de Panigada et al., développement d’une 

CIVD n’était pas associé à un mauvais pronostic (223). Dans ce contexte inflammatoire, les CE 

expriment à leur surface des récepteurs d'adhésion tel que le facteur von Willebrand. Tant in vitro qu’in 

vivo, il a été démontré que cette exacerbation de l’activation plaquettaire induisait des migrations de 

thrombi plaquettaires, et en conséquence une atteinte des tissus sains. Il s’en suit un recrutement des 

leucocytes circulants par l’intermédiaire de la P selectine qui interagit avec les récepteurs PSGL 1 des 

monocytes (224). De plus, le sepsis favorise l’hyperactivation des plaquettes, majorant le syndrome 

de détresse respiratoire aigüe et l’insuffisance rénale aigue (225,226).  

 

3.1.2. Réponse immunitaire et atteinte tissulaire 

Les leucocytes jouent un rôle important dans la pathogenèse du SRAS-CoV-2. L'examen histologique 

de cas graves d’infection à SARS-CoV-2, a en évidence des infiltrats inflammatoires mononucléaires 

interstitiels pulmonaires dominés par les lymphocytes (227). La réponse inflammatoire systémique de 

la COVID-19, appelée ‘’orage cytokinique’’, expose l'endothélium à des cytokines pro-inflammatoires, 

qui induisent la production des molécules d'adhésion et des chimiokines, entraînant le recrutement de 

leucocytes et l'inflammation (228). Ce processus peut également entraîner la mort de la CE, qui 

contribue à augmenter la perméabilité vasculaire et à endommager les organes. L'endothélium peut 

constituer une source importante de cytokines pro-inflammatoires, par exemple l'IL1 et l'IL-6, qui 

caractérisent la tempête de cytokines dans la COVID-19 (229,230). L’immunité T cytotoxique prend 
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une grande part dans la survie des patients (231). Dans le cas du SRAS-CoV-2, l'augmentation de 

l'inflammation dépendante des anticorps joue un rôle dans l'activation et la pathologie de la CE. Ce 

phénomène est démontré dans des modèles expérimentaux d'infection par le SRAS (232). Il est à 

noter que les résultats de l’étude RECOVERY, avec de faibles doses de dexamethasone, permettent 

de diminuer cette orage cytokinique, et d’améliorer la survie (233). 

 

3.2. COVID-19 et thrombose 

 

3.2.1. Thrombose veineuse 

Les premières études sur la COVID-19 ont décrit une l'élévation des D-dimères et des produits de 

dégradation de la fibrine. Il a été démontré que les niveaux de D-dimères > 1000 µg/L étaient associés 

à une mortalité hospitalière augmentée au cours de la COVID-19 (234) . Les premières publications 

au début de l’épidémie en Chine faisaient état de 25% d’évènements thromboemboliques chez les 

patients admis en unités de soins intensifs au cours de l’infection (235). La mise en place d’une 

anticoagulation préventive n’était pas encore recommandée à l’époque. Il a été décrit des 

concentrations plasmatiques de D-dimères plus augmentés chez les patients développant une embolie 

pulmonaire(236). Dans une cohorte de 184 patients en unité de soins intensifs, l'incidence cumulée 

des évènements thromboemboliques veineux était de 27 (15 % du total), malgré une 

thromboprophylaxie (237,238). Lors du suivi de ces patients, 40 évènements supplémentaires ont été 

décrits. Il faut noter que les patients avaient souvent une thrombose veineuse asymptomatique, malgré 

l’anticoagulation. En effet, une étude a rapporté un taux global d’évènements thromboemboliques 

veineux de 69 % en prenant en compte les formes asymptomatiques et les suspicions clinique (239). 

Une autre étude a aussi démontré 20% d’embolie pulmonaire asymptomatique en unité de soins 

intensifs (240). 

 

3.2.2. Thrombose artérielle  

Une augmentation des événements thrombotiques a été décrite dans l’infection à SRAS-CoV-2. Dans 

une série de 184 patients allemands atteints d’une forme grave  de COVID-19, 7 ont développé des 

événements thrombotiques artériels, dont 5 étaient des accidents vasculaires cérébraux ischémiques 

et les 2 autres des embolies artérielles systémiques (237). Les patients avaient tous une 

thromboprophylaxie préventive. Dans une série plus importante en Italie, 13 patients sur 362 ont 

développé des signes de thrombose artérielle se manifestant par un accident vasculaire cérébral et un 

infarctus du myocarde, dont la moitié a été diagnostiquée sur les premières 24 heures d’hospitalisation 

(241). D’autres cas de thromboses artérielles atypiques ont été décrits, pourtant les patients avaient 

un faible risque thrombotique et une thromboprophylaxie. 
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3.3. Prédiction d’aggravation aux cours du COVID-19 

La forte contagiosité du SARS-CoV-2 et le grand nombre de patients hospitalisés en unités de soins 

intensifs ont rapidement permis de développer des scores prédictifs. La plupart de ces scores prédisent 

le décès des patients. Les scores pré existant d’aggravation d’une pneumonie A-DROP et , CURB-65 

ont déjà été évalués (242). La plupart des scores associe l’âge (243), les comorbidités (244), les 

anomalies radiologiques, la saturation en oxygène (218). 

Parmi les critères biologiques, la CRP, l’urée, la procalcitonine (245), mais aussi la  lyse cellulaire par 

mesure de la lactate déshydrogénase semblent être les plus pertinents. Parmi toutes ces études, peu 

se sont intéressées aux critères hématologiques et au risque de transfert dans une unité de soins 

intensifs lorsque le patient est hospitalisé en unité conventionnelle « COVID-19 ». 

 

III- Le test de génération de thrombine 

La thrombine est l’enzyme clé de la coagulation. Les tests utilisés en routine (temps de quick (TQ) et 

temps de céphaline plus activateur (TCA)) sont standardisés pour permettre une évaluation globale de 

la coagulation en explorant les voies endogène et exogène de la coagulation, mais ces tests sont mis 

en défaut car la réaction s’arrête quand le caillot est formé (5% de thrombine formée) et ils n’évaluent 

pas le potentiel activateur et inhibiteur de la thrombine dans la coagulation. 

Le test de génération de thrombine (TGT) est un test qui a plus de 50 ans. Il était utilisé avant 

l’apparition du TQ et du TCA pour évaluer les maladies hémorragiques (246). L’évolution technologique 

et de meilleures connaissances de la coagulation ont contribué à faire renaitre cette technique. 

L’équipe de Hemker a contribué à cette réutilisation en automatisant la méthode (calibrated automated 

thrombogram (CAT)) (Figure 11), en utilisant un substrat fluorescent permettant de quantifier 

facilement la thrombine, et un calibrateur permettant de mesurer l’activité enzymatique et de la 

convertir en quantité de thrombine (247). 
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Figure 11. Calibrated automated thrombogram 

1. Principe du test de génération de thrombine 

Le TGT peut se faire sur plasma pauvre en plaquettes (PPP) ou sur plasma riche en plaquettes (PRP). 

Le plasma est mis au contact soit d’un activateur de la coagulation (FT±PL), soit d’une quantité fixe de 

calibrateur. La réaction commence lorsque l’automate distribue un mélange de calcium et de substrat 

fluorescent (Figure 12). Le substrat spécifique, l’amino-méthyl-coumarine (Z-Gly-Gly-Arg-AMC) est 

clivé par la thrombine formée et converti en niveau de fluorescence. L’utilisation d’un calibrant permet 

de s’affranchir de plusieurs paramètres pouvant modifier les résultats : 

 La présence d’un complexe 2macroglobuline-thrombine. Ce complexe ajouté en 

quantité connue permet de palier à l’action de l’2macroglobuline (2M) présente dans 

le plasma du patient et permet ainsi de déduire la part non physiologique de thrombine 

liée à l’2M et également, de corriger les effets de consommation du substrat et de filtre 

interne 

 La présence d’AT et d’héparine, empêchant la coagulation 
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 La consommation de substrat, les variations de « qualité » du plasma (ictère, 

lactescence) et l’usure de la lampe. 

 

 

 

 

PPP reagent 

thrombin calibrator 

Figure 12. Méthodologie de la génération de thrombine 

 

 

2. Mesure et correction du logiciel 

 

2.1. Correction de l’effet filtre 

Des corrections sont effectuées par le logiciel afin d’éviter la sous-estimation de la thrombine formée. 

La réaction dans les puits du calibrateur, permet d’obtenir comme seule activité enzymatique la 

conversion du substrat. La cinétique de transformation et d’émission du fluorophore devrait être 

linéaire, mais la consommation de substrat, déposé en quantité fixe, diminue cette production et si la 

thrombine formée est trop importante, le fluorophore est produit en trop grande quantité et la mesure 

de fluorescence est sous-estimée (effet filtre). Le programme corrige et transforme la courbe non 

linéaire de fluorescence en une droite. 

2.2. Dérivée primaire de fluorescence corrigée 

La dérivée primaire est la courbe de fluorescence obtenue après correction de l’effet filtre et la 

consommation de substrat. L’activité 2M/thrombine est toujours présente.  Elle représente la 

fluorescence par minute. 

2.3. Correction de l’activité 2M/thrombine 

La thrombine forme physiologiquement un complexe avec son inhibiteur principal, l’AT. Une partie de 

la thrombine générée se lie à l’2M et possède la capacité de continuer à convertir le substrat 

fluorogénique. La conversion du substrat va continuer alors que la thrombine n’est plus produite. Il en 

résulte un décalage de la courbe avec modifications des données du thrombinogramme. Le logiciel 

corrige les résultats en prenant en compte l’activité 2M-thrombine et en la soustrayant à l’activité 

thrombine+ 2M-thrombine. 

Libération de Gly-Gly-Arg-AMC 

Quantification de fluorescence 

Début de réaction 

Plasma±PCa 

 

Distribution de 
Flucat 
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Figure 13. Paramètres du thrombinogramme 

 

Le test de génération de thrombine fait apparaitre une courbe ou profil : le thrombinogramme 

avec plusieurs paramètres pour le définir (Figure 13) 

- Temps de latence, exprimé en minutes. Il correspond à la phase de formation du 

caillot et de génération de thrombine. C’est ce qui est mesuré lors d’un TQ et TCA 

- Pic, exprimé en nM. C’est la quantité maximale de thrombine générée 

- Temps au pic, exprimé en minutes. C’est le temps nécessaire à atteindre la 

concentration maximale de thrombine 

- Potentiel endogène de thrombine (ETP), exprimé en nM.min.  Aire sous la courbe 

représentant la quantité totale de thrombine formée pendant le test 

- Vélocité ou index de propagation, exprimé en nM/min. Elle est calculée à partir de la 

formule=
𝑃𝑖𝑐

𝑇𝑒𝑚𝑝𝑠 𝑎𝑢 𝑝𝑖𝑐−𝑡𝑒𝑚𝑝𝑠 𝑑𝑒 𝑙𝑎𝑡𝑒𝑛𝑐𝑒
 et représente la cinétique de formation de 

thrombine 

Ces différents paramètres permettent la distinction entre les profils normaux, 

hypocoagulables ou hypercogulables (Figure 14). 
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Figure 14. Profil de coagulation dans le TGT 

 

3. Aspect méthodologique 

Depuis l'utilisation du substrat fluorogénique permettant une automatisation de la technique, de 

nombreuses études ont été faites pour évaluer l’intérêt du TGT dans la mise en évidence du risque 

thrombotique et hémorragique. Le nombre d'essais cliniques étant en augmentation, une 

standardisation des protocoles a été nécessaire pour comparer les études. Y. Dargaud a mené une 

étude multicentrique, à laquelle le laboratoire d’hémostase du CHU de Rouen a participé, pour 

comparer les méthodes et réactifs utilisés pour évaluer les pratiques des différents centres et tenter de 

donner des recommandations (248). Les résultats de cette étude ont montré que le meilleur moyen de 

standardiser la technique est d'utiliser un témoin interne du laboratoire.  

3.1. Le type de tube 

Il existe de nombreux facteurs pouvant influencer les résultats du TGT. Parmi les conditions pré-

analytiques pouvant interférer, l’utilisation d’un tube Monovette© diminue les différents paramètres 

mesurés comparé à un tube Vacutainer©. Cette différence est due à la différence de pression dans 

les tubes. 

3.2. La concentration en FT 

L’adjonction d’un inhibiteur de la phase « contact », le « corn trypsin inhibitor », permet de diminuer 

l’influence du FT recueilli lors du prélèvement. De faibles concentrations en FT (1 pM) se rapprochent 

des conditions physiologiques alors que de plus fortes concentrations influencent la taille du pic et le 

temps de latence (249). Les fortes concentrations sont principalement utilisées pour évaluer la voie 

exogène ou étudier des prélèvements de patients traités par anticoagulants. 
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3.3. La concentration en PL 

La présence de PL est indispensable à la réalisation du TGT. Les PL peuvent être directement présents 

lorsque le test se fait sur plasma riche en plaquettes par des mécanismes de flip flop extériorisant les 

PL des plaquettes. Les PL ne sont alors pas nécessaires pour le TGT sur PRP, ils sont apportés par 

les plaquettes.  

Dans le cas du plasma pauvre en plaquettes, l’ajout de PL synthétiques ou des microvésicules 

plaquettaires est indispensable. Selon Gerotziafas et al, une concentration égale ou supérieure à 4 µM 

de PL synthétiques permettrait d’obtenir un effet seuil et une reproductibilité des résultats (250). Des 

concentrations plus faibles en PL diminuent tous les paramètres du thrombinogramme ; l’apport en PL 

étant indispensable à l’action des facteurs vitamine K dépendants.  

. 

3.4. Evaluation de la RPCa 

Le TGT permet aussi d'évaluer de façon dynamique les processus inhibiteurs de la coagulation.  

L'adjonction de TM ou de PCa à la réaction permet d'évaluer la cinétique et de mettre en évidence une 

RPCa comme dans le cas de la mutation Leiden du FV. Les conditions standards ne permettent pas 

d’évaluer pleinement l’action de la PCa, par absence de paroi vasculaire dans le milieu réactionnel où 

est fixé la TM qui est indispensable à l’activation de la PC. 

 

IV-TGT et dysfonction endotheliale 

 

1. Modèle clinique d’évaluation de la dysfonction endothéliale par le TGT 

1.1. Facteurs de risque de thrombose et TGT 

1.1.1. Thrombose veineuse 

1.1.1.1. Vieillissement 

L'incidence de la maladie thromboembolique veineuse (MTEV) augmente avec l'âge. L'augmentation 

de la génération de thrombine est également observée avec l'âge (251).  Dans une étude réalisée 

chez les personnes âgées, l'augmentation du temps de latence a été associée à la thrombose (252).   

  1.1.1.2. Obésité 

L'obésité est définie par un indice de masse corporelle (IMC) > 30 kg/m2 et constitue un facteur de 

prédisposition majeur aux thromboses artérielles et veineuses (253). En ce qui concerne la génération 

de thrombine, Fritsch et al. ont observé une augmentation du fibrinogène et de l'ETP chez les enfants 

en surpoids (254). L'ETP était corrélée à l'IMC, mais pas au syndrome métabolique (MetS). La relation 
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entre l'IMC et l'augmentation de la génération de thrombine a également été signalée chez les adultes 

sans thrombose par Campello et al. (255) et avec les événements thrombotiques par Sonnevi et al. 

(256). L'étude de Campello et al. a démontré que la génération de thrombine est associée à la 

quantification de microvésicules (MV). La sévérité de l'obésité était corrélée avec la génération de 

thrombine et les MV procoagulantes (MV plaquettaires, MV endothéliales). Les mêmes résultats ont 

été démontrés dans l'étude Sonnevi (256) avec une corrélation de l'ETP et de l'augmentation du pic, 

liée aux marqueurs inflammatoires. Cependant, ces deux études n'étaient pas comparables. Tout 

d'abord, les conditions du TGT étaient différentes (5 pM de FT dans l'étude de Campello, 1 et 10 pM 

de FT dans l'étude de Sonnevi). De plus, la génération de thrombine était augmentée avec les 

antécédents de thrombose dans l'étude Sonnevi. 

Inversement, l'impact de la perte de poids a été évalué dans l'étude de Ay et al.(257). Une diminution 

des paramètres pro-coagulants (FT, PAI-1, ETP) et de l'insulinorésistance après une chirurgie 

bariatrique a été observée. Une étude récente a confirmé les résultats avec une diminution globale des 

marqueurs de la génération de thrombine et une augmentation de la fibrinolyse après bypass (258). 

Dans une étude basée sur la Gutenberg study, une augmentation de l’ETP est associée à l'obésité, et 

une augmentation de la mortalité est associée au temps de latence (HR=1,46, [95% Cl : 1,07 ; 2,00]) 

et à l’ETP ( (HR=1,50, [95% Cl : 1,06 ; 2,13]) (259). Ces différentes études ont été réalisées sur PPP. 

1.1.1.3. Développement de la thrombose 

Deux études ont évalué le développement de thrombose veineuse chez des patients ayant des 

antécédents de thrombose artérielle. Dans l'étude de Cate Hoek et al. (260) et dans une l’étude LITE 

(longitudinal investigation in thromboembolism etiology) de Lutsey et al. (261), les patients présentant 

une MTEV idiopathique  avaient un pic de thrombine augmenté (OR=1,78 (1,26-2,51)). Ces deux 

études ont été réalisées sur PPP. 

   1.1.1.4. Thrombose récidivante 

Sept études ont évalué le rôle de la génération de thrombine pour évaluer le risque de récidive 

thrombotique. La première, menée par Hron et al., a démontré un risque de récidive si le pic de 

thrombine était supérieur à 400 nM. Après quatre ans, le risque était de 6,5 % si le pic était inférieur à 

400 nM et de 20 % s'il était supérieur (262). Deux études de Van Hycklama ont montré que la récidive 

n'était pas corrélée aux paramètres du TGT (263,264) et la deuxième étude a montré un risque de 

développer un premier évènement thrombotique si le TGT était augmenté mais aussi que les D-

dimères était plus sensibles pour détecter la récidive thrombotique. Besser et al. ont confirmé qu’un 

ETP plus élevé (>1489 nM.min) engendrait un risque de récidive avec un risque relatif de 2,9 à 4 ans 

si le premier événement n'était pas provoqué (265). Sonnevi et al. sont parvenus à la même conclusion 

(266). Lorsque le TGT a été effectuée en présence de protéine C activé, les patients présentant un 
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ETP et un pic >75e percentile avaient un HR respectivement de 6,3 et 4,2 de récidive thrombotique. 

Une autre étude réalisée par Eisenger et al. a évalué l'ETP et les D-dimères après l'arrêt de 

l'anticoagulation (267). Après ajustement avec les D-dimères, l'âge et le sexe, le risque de récidive 

restait plus élevé en cas d'augmentation de l’ETP [HR : 1,6 (95% Cl ; 1,01-2,4)]. La dernière étude de 

Chaireti et al. apportait des résultats contradictoires par rapport à Hron. Un faible pic après l'arrêt de 

l'anticoagulation était associé à une récidive (268). Il est a noté que la méthodologie entre ces 

différentes études n’est pas standardisée, avec différentes concentrations de FT, PL, et l’utilisation de 

différents automates, ce qui peut expliquer les résultats non concordants. Ces différentes études ont 

été réalisées sur PPP. 

 

1.1.2. Thrombose artérielle et facteurs de risque cardiovasculaire 

2.1.2.1 Diabète 

Les patients diabétiques avaient également un profil de TGT modifié selon Kim et al. (269). Une 

augmentation de l'ETP a été observée dans le groupe de diabétiques avec une diminution lorsque des 

traitements par des statines ou des antagonistes des récepteurs de l'angiotensine étaient instaurés. 

Une explication possible était le potentiel pro-inflammatoire du diabète de type 2 et un ETP plus élevé 

en relation. Aucune étude n'a été réalisée sur l'hypertension artérielle ou chez les tabagiques. 

2.1.2.2. Thrombose artérielle 

Le risque de syndrome coronarien aigu (SCA) augmente avec les facteurs de risque cardiovasculaires, 

sans augmentation du risque de thrombose veineuse profonde (270). Orbe et al. ont démontré une 

génération de thrombine plus élevée dans le SCA par rapport à l'angor stable (271). D'autres études 

ont confirmé l'augmentation du TGT à la phase aiguë du SCA (272,273). Smid a mené deux études 

sur l'infactus myocardique, l'une immédiatement après un SCA (274), l'autre après 3 à 9 mois (275). 

L'ETP et le pic sont restés plus élevés pendant 6 mois après le SCA, mais n'ont pas permis de prédire 

le risque de récidive artériel (274). Les résultats ont été confirmés dans une deuxième étude sans 

association claire entre le SCA et la RPCa (276). Dans les deux études, des concentrations différentes 

de FT ont été utilisées pour déclencher la réaction et en conclusion, une faible concentration de FT (1 

pM) était plus sensible pour détecter une lésion vasculaire. De façon surprenante, deux études ont 

décrit une augmentation des décès par accidents cardiovasculaires (276) ou des événements 

thrombotiques après une angioplastie (277) associée à des paramètres de TGT plus faible. Hansen et 

al., ont également démontré une diminution des événements thrombotiques associés à un ETP plus 

élevé pendant un SCA (risque relatif ajusté : 0,682, p=0,038) (278). Cependant, il y avait un biais 

méthodologique dans cette étude, induit une centrifugation des échantillons à 4°C. La basse 

température induit une activation de l'hémostase in vitro et éventuellement de faux résultats. Pour les 
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accidents vasculaires cérébraux, une étude de cohorte prospective n'a pas montré d'intérêt du TGT 

(279). Mais des résultats contradictoires ont été décrits dans une étude de cohorte prospective de 9 

000 sujets. Une augmentation du TGT était associée à un risque d'accident vasculaire cérébral 

ischémique aigu, qui était plus élevé chez les femmes (280). Cependant, l'hémorragie intra-plaque 

n'était pas associée à une modification du TGT (281). Les différentes études ont été réalisées sur PPP.  

En conclusion, plusieurs études ont démontré des résultats paradoxaux dans les maladies 

cardiovasculaires. 

1.2. Maladie auto-immune  
1.2.1. TGT et syndrome des antiphospholipides 

Le SAPL est un syndrome clinico-biologique associant la persistance d’aPL et un évènement 

vasculaire de type thrombotique et/ou une morbidité obstétricale. La physiopathologie du SAPL suit la 

théorie du ‘’two hit trigger’’, c'est-à-dire la présence d’anticorps antiphospholipides et une agression 

aigue (infection, cancer…) provoquant une dysfonction endothéliale. L’atteinte endothéliale va 

secondairement induire un état d’hypercoagulabilité (282) et une résistance à la protéine C activée 

(RPCa), qui a été démontrée au niveau cellulaire (283) et au niveau plasmatique par TGT(96). Cette 

RPCa est retrouvée chez les patients porteurs d’un SAPL thrombotique avec persistance d’un lupus 

anticoagulant en comparaison à des patients porteurs sains d’un lupus anticoagulant sans évènement 

clinique (284). Dans une étude comparant 50 patients SAPL anticoagulés avec 50 patients 

anticoagulés pour thrombose veineuse profonde mais sans SAPL, la seule différence observée est 

une augmentation du lag time (induit par les aPL) sans modification de l’ETP, lorsque le traitement par 

AVK est dans le range thérapeutique.  

L'étude Rivaroxaban in AntiphosPholipid Syndrome (127) évaluait la possibilité de traiter les patients 

atteints de SAPL avec un anticoagulant oral direct en comparaison au traitement de référence que sont 

les AVK. La comparaison de différents marqueurs d’hypercoagulabilité entre le groupe traité par 

Rivaroxaban et le groupe traité par Warfarine a montré un ETP plus élevé (1086 nM.min contre 548 

nM.min) et des F1+2 plus élevés (93,6 nM contre 45,6 nM). En revanche, dans le groupe rivaroxaban 

le pic de thrombine était plus faible (55,6 nM contre 85,7 nM). La différence entre les deux traitements 

est due à leur mécanisme d’action. Les AVK diminuent la synthèse de prothrombine et par conséquent 

la thrombine formée, expliquant un ETP plus faible, alors que le rivaroxaban va inhiber le facteur X 

activé et retarder la formation de thrombine. 

Par ailleurs, deux études se sont intéressées à la prédiction de thrombose dans ce contexte. La 

première a montré que le TGT n'était pas optimal pour prédire la thrombose: l’association d’une 

persistance d'aPL et d’une RPCa avait une sensibilité de 0,72 et une spécificité de 0,62 comme 

marqueurs prédictifs. Les critères cliniques étaient plus spécifiques (hypertension, thrombose 
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artérielle)(285). La seconde étude trouve une corrélation forte entre le risque de récidive thrombotique, 

la présence d’anti-domaine I de la β2-glycoproteine I et une RPCa mesurée par le TGT (HR, 3.90 [95% 

CI, 1.33–11.46], p= 0.01 ; HR, 4.98 [95% CI, 1.36–18.28], p= 0.02 respectivement) (286).  Ces deux 

études ont été réalisées sur PRP. 

 

   1.2.2. TGT et Lupus Erythémateux Systémique 

L’activation de la coagulation a été décrite dans le LES. Des D-dimères élevés ont été décrits comme 

étant associés à la sérite lupique(287). Une étude des mêmes auteurs a aussi décrit une association 

entre D-dimères et activité de la maladie (288). Ils nécessitaient cependant d’être associés à la mesure 

du C4 pour un meilleur pouvoir discriminatoire.  Le TGT a été étudié dans quelques travaux qui se sont 

intéressés au LES. Une première étude a démontré une augmentation de génération de thrombine 

associée à une hypercoagulabilité et une présence de phospholipides plaquettaires(289). Cette 

augmentation n’était pas corrélée à l’activité de la maladie. Certains auteurs ont démontré la présence 

d’une RPCa dans le LES (290). Dans cette étude, seule la RPCa était mise en évidence comme 

marqueur d’hypercoagulabilité, les D-dimères étaient augmentés non significative et les F1+2 étaient 

diminués par rapport au groupe contrôle. A noter que la RPCa n’était pas associée à un SAPL 

secondaire. Deux études contradictoires se sont intéressées au TGT comme marqueur éventuel 

d’activité de la maladie. La première, sur 22 patients avec un Systemic Lupus Erythematosus Disease 

Activity Index (SLEDAI) médian de 6,0 [3,5-8,0], a retrouvé un ETP diminué dans le groupe LES 

comparé au groupe contrôle, et le reste des paramètres du TGT équivalents (291). La seconde a inclus 

60 patients et a dichotomisée les patients à faible activité de maladie (SLEDAI≤4, N=30) et ceux à 

activité modérée (SLEDAI>4, N=30). Dans cette étude, les différents paramètres du TGT sont 

augmentés dans les 2 groupes par rapport au groupe contrôle et l’ETP est augmenté dans le groupe 

à activité modéré vs faible activité de LES (292). Les D-dimères étaient aussi augmentés dans le 

groupe SLEDAI>4, mais n’était cependant pas corrélés à l’activité de la maladie. La différence de 

résultats entre les 2 études découle des critères d’inclusion des patients et de la méthodologie utilisée 

pour effectuer le TGT, la seconde utilisant une concentration plus faible de FT, plus adaptée à 

l’évaluation globale de la coagulation et à l’atteinte vasculaire (249).  Les différentes études ont 

évaluées la génération de thrombine avec du PPP. 

 

   1.2.3. TGT et polyarthrite rhumatoïde 

Il est décrit un risque accru de morbidité et de mortalité cardiovasculaires dans la polyarthrite 

rhumatoïde (293). Dans cette maladie inflammatoire, les marqueurs d’activation de la coagulation (D-

dimères, F1+2) sont associés à l’inflammation et diminuent après une prise en charge thérapeutique 

(294).  Une étude s’est intéressée à l’impact de la ménopause sur la génération de thrombine dans la 
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PR. Cette étude a comparé 14 patients contrôles, 34 patientes contrôles ménopausés, 11 patientes 

avec une PR et 31 patientes avec une PR ménopausés. La seule différence observée est un ETP plus 

faible dans le groupe contrôle des femmes non ménopausées par rapport aux autres groupes (295). 

Deux études se sont intéressées aussi au TGT comme marqueur éventuel de l’activité de la maladie. 

Dans la première étude, l’ETP, le temps de latence et le  temps au pic étaient diminués et la vélocité 

augmentée (296). Dans la seconde étude, les résultats étaient contradictoires (297): l’ETP, le peak et 

la vélocité étaient augmentés, le temps de latence et le temps au pic étaient allongés. Les marqueurs 

du TGT étaient corrélés au Disease Activity Score 28. De plus, cette corrélation n’était pas dépendante 

de l’ancienneté de la maladie, l’âge ou la C –réactive protéine, mais dépendante de l’augmentation du 

facteur VIII et du tissue factor pathway inhibitor. Le facteur VIII et le tissue factor pathway inhibitor sont 

des protéines qui augmentent lors de l’inflammation, ce qui peut expliquer leur impact sur le TGT chez 

les patients ayant une maladie active. Il est à noter qu’aucune étude ne s’est intéressée à l’impact du 

traitement de la PR sur l’hypercoagulabilité. Les différentes études ont évaluées la génération de 

thrombine avec du PPP. 

 

   1.2.4. TGT et vascularites 

La maladie de Behçet (BD) est une maladie inflammatoire systémique rare, avec une atteinte 

endothéliale et une thrombogénicité associée (298). Deux études contradictoires se sont intéressées 

au lien entre l’activité de la maladie et le TGT. Dans la première, l’ETP et la vélocité étaient augmentés 

dans le groupe maladie de Behçet en comparaison au groupe contrôle, mais sans corrélation avec 

l’activité de la maladie (299). Les D-dimères n’étaient pas différents du groupe contrôle. Dans la 

seconde étude, les auteurs ont comparé la génération de thrombine entre BD inactive et active. La 

génération de thrombine était supérieure dans le groupe BD active et dépendante de la netose(300). 

Cette différence entre les deux études peut s’expliquer par la différence entre les groupes de patients 

BD étudiés. Dans la première, il s’agissait de patients avec une maladie active comparés à des sujets 

contrôles, alors que dans la seconde, tous les sujets étaient des patients porteurs de BD et la 

comparaison se faisait sur le caractère actif ou pas de la maladie. D’autres auteurs se sont intéressés 

à la BD sous traitement anticoagulant pour thrombose (301). Les BD avec antécédent de thrombose 

avaient un ETP augmenté par rapport à ceux sans antécédent thrombotique. Sous traitement par AVK, 

les patients BD avaient une génération de thrombine équivalente à celle de patients sous AVK pour 

fibrillation auriculaire donc sans contexte d’hypercoagulabilité.  

Il a été démontré dans les vascularites à ANCA une persistance de l’augmentation de l’ETP après 

diagnostic, quel que soit le traitement utilisé (corticoïde, azathioprine, methotrexate) (302). Les D 

Dimères n’étaient pas différents du groupe contrôle dans cette étude. 
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Dans la granulomatose éosinophilique avec polyangéite, le TGT et la formation du caillot de fibrine ont 

été étudiés. Une augmentation du pic de thrombine a été retrouvée; elle est corrélée à un défaut de 

fibrinolyse chez les patients en comparaison au groupe contrôle, sans être corrélée à l’activité de la 

maladie ou au traitement des patients (303). 

Une étude dans la maladie de Kawasaki a démontré une augmentation de l’ETP avant traitement et 

une diminution à 4 semaines post perfusion d’immunoglobulines polyvalentes (304). Néanmoins, la 

diminution ne permet pas de retrouver un état de coagulabilité normal. Il n’y avait, cependant, pas de 

différence entre les sujets répondeurs et non répondeurs. Les différentes études ont évaluées la 

génération de thrombine avec du PPP. 

 

   1.2.5. TGT et thrombocytopénie immunologique 

La thrombocytopénie immunologique peut être associée à des événements thrombotiques (305). Des 

auteurs ont démontré une augmentation de génération de thrombine chez des patients atteints de 

thrombocytopénies immunologiques.Cette augmentation était secondaire à une RPCa. Il faut noter 

que tous les patients ont été traités par corticoïdes, ce qui a pour effet d’augmenter les facteurs de la 

coagulation et par conséquence le TGT (306). L’utilisation d’agonistes de la thrombopoiétine ne 

modifient pas le TGT (307). 
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Objectif 

Les objectifs de ce travail de thèse étaient d’évaluer l’intérêt du test de génération de thrombine dans 

différents modèles de dysfonction endothéliale : 

o Le premier modèle auquel nous nous sommes intéressés est un modèle de dysfonction 

endothéliale subaiguë : le SAPL. Pour ce modèle trois études ont été menées :  

 le développement d’un modèle cellulaire de SAPL et l’évaluation de 

l’hypercoagulabilité sur ce modèle cellulaire grâce au test de génération de 

thrombine 

 L’évaluation, par le TGT de la réponse à différents traitements pharmacologiques 

(hydroxychloroquine, traitement restaurant le glycocalyx) dans un modèle 

cellulaire et un modèle murin de SAPL. 

 L’évaluation grâce au TGT de l’état d’hypercoagulabilité chez des patients atteints 

de différents types de SAPL. 

o Il nous a ensuite sembler intéressant de comparer l’intérêt du TGT chez des patients 

ayant une dysfonction endothéliale différente en choisissant  

 Un modèle de dysfonction endothéliale chronique : la fibrose pulmonaire 

idiopathique et la réponse aux différents traitements de cette maladie. 

 Un modèle de dysfonction endothéliale aiguë : l’infection à SARS-CoV-2. 
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PARTIE EXPERIMENTALE  
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I. Modéles cellulaire et animal de dysfonction endothéliale 

 

1. Modèles cellulaires de dysfonctions endothéliales 

1.1. Cellules endothéliales aortiques 

1.1.1. Culture de cellules endothéliales aortiques 

Les cellules endothéliales aortiques immortalisées (HAEC) (TeloHAEC ; ATCC CRL-4052, USA) ont 

été cultivées en milieu de culture EGM-2 (ATCC PCS-100-041, USA) additionné par 10 unités/ml de 

pénicilline et 10 μg/ml de streptomycine (P4333, Sigma Aldrich, France) à 37˚C en atmosphère humide 

avec 5% de CO2. Les cellules adhésives ont été cultivées dans des flacons de culture de 75 cm2. À 

90 % de confluence, les cellules étaient incubées avec de la trypsine pendant 5 minutes à 37˚C, puis 

une solution saline tamponnée au phosphate de Dulbecco (PBS) + 5% de sérum de veau fœtal SVF 

ont été ajoutés pour neutraliser la trypsine. Les suspensions de cellules ont été centrifugées pendant 

5 minutes à 150 g et le culot cellulaire était remis en suspension dans le milieu de culture. Les cellules 

ont été ensemencées et la confluence était de 80 à 90 % dans chaque puits. 

1.1.2. Traitement des cellules endothéliales aortiques 

Pour tester les effets des aPL sur les HAEC, les cellules ont été remises en suspension à une densité 

de 5000 cellules/puits dans le milieu EGM-2 et incubées avec différentes concentrations d’aPL (100 

μg/ml, 250 μg/ml, 500 μg/ml) sans ou avec HCQ (1 μg/ml), ou un contrôle négatif (IgG non spécifiques 

(IgG NS) ; 100, 500 μg/ml) (282) pendant 4 heures sur 37˚. 

Pour évaluer l’impact d’une modulation du glycocalyx sur les HAEC, les cellules ont été remises en 

suspension à une densité de 5000 cellules/puits dans le milieu et incubées avec l'aPL (100 μg/ml)  

1.1.3. Test de génération de thrombine sur HAEC 

Les cellules ont été cultivées dans des plaques de 96 puits, à une densité cellulaire de 5000 

cellules/puits, à 37˚C en atmosphère humide avec 5% de CO2. À 90 % de confluence, les cellules ont 

été incubées pendant 4 heures avec différentes concentrations d'aPL, d'aPL + HCQ ou des 

immunoglobulines polyvalentes non spécifiques (IgGNS). Les milieux de culture ont été retirés et 80 

μl de PPP a été ajouté à chaque puit. La génération de thrombine a été initiée avec 1 pM ou 5 pM FT 

et 4 μM de PL. La génération de thrombine a été effectuée le même jour pour chaque condition, afin 

de réduire la variation de la production de thrombine due aux variations de confluence. 

1.1.4. Etude de l’expression de la thrombomoduline et ePCR par cytometrie 
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La quantification de la thrombomoduline (TM) et du récepteur endothélial de la protéine C (EPCR) 

(PE/Cy7 anti-CD141 et PE anti-CD201 respectivement, Biolegend) a été réalisée par cytomètre en flux 

(Naevios, beckman coulter). 

 

1.2. Endothelial colony-forming cells 

1.2.1. Isolement et culture d’ECFC 

 

Le sang de cordon ombilical humain (CB) a été obtenu de l'Unité de thérapie cellulaire de l'Hôpital 

Saint-Louis (AP-HP, Paris). Les ECFC de sang de cordon ombilical, les ECFC des patients atteints de 

FPI et du sang périphérique d’adultes sains ont été isolées par un gradient de concentration Ficoll de 

cellules mononucléées : 

 Les tubes héparinés étaient décantés dans un falcon contenant de l’histopaque 

 Le falcon était centrifugé à 1200 g sans frein pendant 20 min 

 Le plasma était éliminé 

 L’anneau de cellules mononucléées etait repris dans 50 ml de PBS+EDTA à 2mM 

 Le falcon était centrifugé 400 g pendant 10 min 

 Le surnageant était éliminé, le culot cellulaire était repris dans 25 ml de PBS+EDTA à 2 mM 

 Le falcon était centrifugé 300 g pendant 10 min 

 La densité cellulaire était calculée par un automate XN (Sysmex) 

 Le falcon était centrifugé 200 g pendant 10 min 

 Le culot était repris pour obtenir 5. 106 par puits dans l'EGM-2+ 10% de SVF (Lonza, États-

Unis) 

 Les ECFC ont été déposées sur des plaques recouvertes de fibronectine (Merck, Allemagne) 

en utilisant l'EGM-2+10%SVF et utilisée entre les passages 3 à 6 

 

 

1.2.2. Exploration des propriétés procoagulantes des ECFC par TGT 

Le test de génération de thrombine a été réalisé sur ECFC. Les cellules ont été mis en culture sur 

plaque de 96 puits recouvertes de fibronectine et adaptées à la TGT (1500 cellules/puits). Après 3 

jours, le milieu de culture a été retiré et 80 µl de plasma pauvre en plaquettes provenant de volontaires 

sains (cryocheck™ pooled normal plasma, Cryopep, France) ont été ajouté par puit. La TGT a été 

déclenchée avec différentes concentrations de FT pour faire la mise au point (1, 5 et 20 pM)  

(Diagnostica Stago, Asnières sur Seine, France). L’ETP, le pic maximal, le lagtime et le TTP ont été 
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mesurés par le CAT et quantifiés par un Fluoroscan Ascent (Thermoscientific Labsystems, Helsinki, 

Finlande). L'expérience a été réalisée en double. 

Le TGT a été réalisé sur les ECFC de sang de cordon, sur les ECFC de patients FPI et  les ECFC de 

volontaires sains. 

Les CB-ECFC ont été incubés avec : 

 De la pirfénidone (0,1-0,3-0,5 mg/ml) 

 De la nintedanib (100-300 nM) 

 Du treprostinil (25-50-100 nM) 

 De l’epoprostenol (0,1-0,3-0,5 µg/ml) 

 

1.2.3. Etude de la prolifération cellulaire par différents traitements 

1.2.3.1. Quantification par comptage cellulaire 

Les ECFC ont étaient ensemencés et le comptage a été réalisé de la façon suivante : 

 Lavage des puits par du PBS sans Ca2+ et Mg2+ 

 Ajout de trypsine et incubation pendant 1 min 

 Ajout l'EGM-2+10%SVF 

 Centrifugation 1200 g pendant 5 min 

 Reprise du culot dans 1 ml 

 Quantification par comptage manuel en cellule de kova après 24, 48 et 72 h d’incubation 

Les ECFC ont été incubés avec : 

 De la pirfénidone (0,1-0,3-0,5 mg/ml) 

 De la nintedanib (100-300 nM) 

 Du treprostinil (25-50-100 nM) 

 De l’epoprostenol (0,1-0,3-0,5 µg/ml) 

 

1.2.3.2. Quantification par mesure de l’activité pNPP 

Les ECFC ont étaient ensemencés et le comptage a été réalisé de la façon suivante : 

 Lavage des puits par du PBS avec Ca2+ et Mg2+ 

 Dépôt d’une solution de 3 mg/ml de pNPP 

 Incubation 90 min à 37°C 

 Arrêt de la réaction avec de la NaOH 1 N 
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 Lecture de la plaque à 405 nm 

Les ECFC ont été incubés avec : 

 De la pirfénidone (0,1-0,3-0,5 mg/ml) 

 De la nintedanib (100-300 nM) 

 Du treprostinil (25-50-100 nM) 

 De l’epoprostenol (0,1-0,3-0,5 µg/ml) 

 

 

2. Modèle murin de SAPL 

L'unité INSERM U1096 a développé un modèle murin de SAPL en utilisant des immunoglobulines (Ig) 

purifiées à partir de plasma de patients ayant les critères de classification de Sydney. Les patients ont 

exclusivement des anti-β2GPI. Des plasmas de donneurs sains sont utilisés comme contrôle. 

2.1. Purification des IgG 

Les Ig sont purifiées sur colonne de chromatographie d'affinité protéine G sepharose (Nab prot G spin 

column, Fischer Scientific France) et resolubilisées dans une solution saline tamponnée de phosphate 

(PBS).  Un dosage des IgG purifiées a confirmé la présence des anti-β2GPI. Les caractéristiques des 

patients SAPL ‘’donneurs d’Ac’’ sont référencées dans le tableau. La concentration finale des sérums 

poolés, était considérée comme positive si elle était > 1860 CU en anti-β2-GPI-IgG et <105 CU en aCLI 

IgG. 

 

Patient Clinique aCL Anti-β2-GPI 
Lupus 

anticoagulant 

1 AVC 110 599 négatif 

2 SCA 90 2753 négatif 

3 AVC 105 1056 négatif 

4 AVC 0 4020 négatif 

5 
Thrombose artère 

rénale 
115 658 négatif 

6 AVC 36 429 négatif 
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Tableau 4. Caractéristiques cliniques des patients SAPL dont les IgG ont été purifiés 

2.2. Préparation de l'hydroxychloroquine 

Les comprimés d'HCQ (Plaquenil©, Sanofi Aventis, France) contenant 200 mg de principe actif sont 

broyés et solubilisés dans une solution de NaCl 0,9% concentrée à 1mg/ml. 

2.3. Préparation des souris et recueil des échantillons 

Des souris males C57BL/6 sont obtenues de Janvier (Le Genest Saint Isle, France) et gardées dans 

l'animalerie de la faculté de Médecine Pharmacie de Rouen. Les souris sont injectées soit avec des 

IgG purifiées anti-β2GPI (groupe SAPL), soit avec des IgG de donneurs sains (groupe contrôle). Les 

injections se font à l'aide d'une seringue à Insuline (29 G, Myjector® U-100 INSULIN) par voie 

intrapéritonéale.  Les souris traitées par HCQ le sont par sonde gastrique de gavage à une dose 

12µg/g. 

Le prélèvement est réalisé dans la veine cave à J+7 après anesthésie par xylazine à 3,6mg/kg 

(Rompum 2%, Bayer, France) et 90mg/kg de kétamine (Imalgène 1000, Merial, France).  La seringue 

de prélevement contient 3,2 % de citrate trisodique (1/10 volume). 

Le sang total est centrifugé 15 minutes à 2250g et le surnageant est centrifugé 15 min à 2250g pour 

obtenir le PPP. Le PPP est congelé à -80°C jusqu’à utilisation. 

2.4. Test de génération de thrombine sur le modèle murin de SAPL 

La mise au point de la méthode dans le modèle murin de SAPL a nécessité de faire varier les 

concentrations en FT et PL (Tableau 15), la quantité de plasma et l’ajout de PCa. 

Le protocole de préparation de plaques pour mesure a été le suivant : 

 - 20µl de mélange FT et PL (PPP reagent, Diagnostica Stago, Asnieres, France) ou 20µl de 

calibrant (Thrombin calibrator, Diagnostica Stago, Asnieres, France) 

 - ±10µl PCa a une concentration de 25 nM préparée à partir d'un concentré de PCa à 720 nM 

(don de l'Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale, U1116, Nancy, France) 

 -  Ajout de PPP (20µl ou 80µl) 

 - Distribution de 20µl de FLUCAkit™(FLUCAkit™, Diagnostica Stago, Asnières, France) 

contenant le substrat fluorogénique (Z-Gly-Gly-Arg- AMC) et le chlorure de calcium pour démarrer le 

test 

Chaque souris est passée en duplicate (2 puits par souris) et la mesure sur échantillon avec et sans 

PCa est effectuée sur la même plaque. 
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La mesure de la résistance à la PCa a été calculée et normalisée par la formule :  

nRPCa=
(souris ETP +PCa /souris ETP –PCa)

(souris controle ETP +PCa /souris controle ETP–PCa)
 

 

FT (en pM ) PL (en µM) 

1 4 

1.25 1 

5 1 

5 4 

Tableau 5. Différentes concentrations en FT et PL utilisées 

Le nombre de souris était de 4 dans le groupe contrôle, 4 dans le groupe SAPL+HCQ et 5 dans le 

groupe SAPL. 

II- Populations étudiées 

1. Populations étudiées 

1.1. Patients SAPL 

1.1.1. Inclusion de patient SAPL 

Les patients SAPL sont prélevés au sein de l'unité d'Hémostase vasculaire ou dans le service de 

Médecine Interne lors de consultation de suivi. Les patients répondent aux critères de classification de 

Sydney (SAPL obstétrical ou thrombotique). Un groupe SAPL biologique a été inclus (persistance 

d’aPL sans évènement vasculaire). 

Les patients sont regroupés en fonction du type de SAPL (obstétrical, thrombotique, biologique, 

secondaire). Les patients sont exclus si il y a une autre thrombophilie (déficit en protéine C, protéine 

S, AT, mutation Leiden du facteur V et mutation 20210A du gène de la prothrombine), si ils sont sous 

traitement anticoagulant. Les D dimères ont été dosés en parallèle pour évaluer l’activation de la 

coagulation. 

Les prélèvements ont été faits sur tubes en PET (Venosafe Plastic tube, terumo, Japon) contenant 

0,109M de citrate trisodique (1/10). Les plasmas ont été doublement centrifugés et congelés à -80°C 

jusqu'à utilisation. 
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Une demande de non opposition est effectuée lors des consultations des patients pour nous autoriser 

à conserver du plasma pour d'éventuels travaux de recherche. Cette étude rétrospective se fait sur 

des patients SAPL venus entre le 1 er janvier 2012 et le 30 septembre 2015 en consultation 

1.1.2. Recherche d'un Lupus anticoagulant 

La mise en évidence d'un LA par le test PTT-LA (Diagnostica Stago, Asnières, France). Il s'agit d'un 

TCA sensibilisé à la présence d'un anticoagulant lupique. 

Les tests de confirmation sont un DRVVT (DRVVT screen, Diagnostica Stago, Asnières, France) et un 

DRVVT de confirmation (DRVVT confirm, Diagnostica Stago, Asnières, France). La technique de 

confirmation contient une quantité plus importante de PL pour mettre en évidence la nature 

phospholipide dépendante de l'ACC. 

 

1.1.3. Dosage des anti-β2GPI et ACL 

Les anti-β2GPI IgM (EliA b2-Glycoprotein I IgM, Phadia, Thermo scientific, Villebon sur Yvette, France) 

et les anti-β2GPI IgG (EliA b2-Glycoprotein I IgM, Phadia, Thermo scientific, Villebon sur Yvette, 

France) ont été recherchés par méthode ELISA. 

Les ACL IgM (QUANTA lite IgM ACA III, Inova, WERFEN, Le Pré saint Gervais, France) et ACL IgG 

(QUANTA lite IgG ACA III, Inova, WERFEN,Le Pré saint Gervais, France) ont été recherchés par 

méthode ELISA. 

 

1.1.4. Test de génération de thrombine sur patients SAPL 

Le TGT est effectué avec un Fluoroscan Ascent® fluorometer (Thermoscientific Labsystems, Helsinki, 

Finland) et les calculs sont effectués grâce au logiciel Thrombinoscope™ software (Thrombinoscope 

BV, Maastricht, The Netherlands). 

Pour chaque série de patients SAPL, le pool de plasmas témoins a servi de contrôle de qualité interne 

pour vérifier qu'il n'y avait aucune déviation entre les manipulations. 

Le principe de préparation de la plaque est le suivant : 

 -20µl de mélange FT et PL (PPP low reagent, Diagnostica Stago, Asnieres, France) ou 20µl de 

calibrant (Thrombin calibrator, Diagnostica Stago, Asnieres, France) 

 - +/-10µl PCa a une concentration de 6,7 nM 

 -80µl de PPP de patient ou contrôle passé en duplicate 
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 - distribution de 20µl de mélange fluorochrome+calcium pour commencer la réaction 

1.2. Patients FPI 

Les patients présentant une FPI avaient les caractéristiques cliniques suivant : 

 
Patients FPI 

(n=4) 

Male (%)      3 (75.0)  

Age – année-médiane [IQR] 75.4 [59.6-79.8]   

BMI - kg/m², médiane [IQR]   21.9 [20.4-24.5] 

Facteurs de risques cardiovasculaires  

Hypertension – n (%) 0 (0.0) 

Dyslipidémie– n (%) 0 (0.0) 

Diabéte – n (%) 0 (0.0) 

Insufficance rénale chronique – n (%) 0 (0.0) 

Fumeur– n (%) 2 (50.0) 

Antécédents médicaux  

Cancer – n (%) 1 (25.0) 

Syndrome coronarien aigu – n (%) 0 (0.0) 

Fibrillation atrial– n (%)  0 (0.0) 

AVC – n (%) 0 (0.0) 

Thrombose veineuse profonde – n (%) 1 (25.0) 

 

 

1.3. Patients COVID19 

1.3.1 Inclusion de patients COVID19 

Les patients présentant une infection à SARS-Cov-2 ont été admis dans une des unités « COVID+ » 

du CHU de Rouen. Dans les 24 heures suivant l’admission du patient, une note d’information a été 

donnée au patient pour l’informer de l’étude et recueillir sa non-opposition. Le patient sera suivi pendant 

toute la durée de son hospitalisation. Une autorisation du comité de protection de la personne (2020-

A00914-35) et un numéro Clinicaltrials.gov identifier: NCT04367662 
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1.3.2. Descriptifs des données recueillis 

L’ensemble des données de l’étude ont été recueillies à partir du dossier clinique des patients. Elles 

correspondaient à celles recueillies au cours de la prise en charge standard du patient.  

 Données démographiques (Age, sexe, poids, taille)  

 Données biologiques sur le bilan d’admission 

 Antécédents médicaux et chirurgicaux  

 Traitement pharmacologique à l’entrée et au cours d’hospitalisation  

 Présence de comorbidités 

 Présence d’antécédents thrombo-emboliques veineux ou de facteurs de risque de maladie 

thromboembolique veineuse 

 Présence d’antécédents cardio-vasculaires ou de facteurs de risque cardiovasculaires 

 Survenue d’un évènement thrombo-embolique 

 Survenue d’un évènement infectieux 

 Survenue d’une complication d’organe 

 Survenue d’un décès 

 

1.3.3. Marqueurs d’hypercoagulabilités étudiés 

 D dimères  

 Monomères de fibrine 

 Fragments 1 et 2 de la prothrombine 

 Antithrombine 

 Test de génération de thrombine 

 Facteur Willebrand, Facteur VIII 

 

 

1.4. Pool témoin 

 Le pool de plasmas témoins est préparé dans l’Unité d’hémostase à partir de plasmas d'adulte 

de sexe masculin et féminin de tout âge. Le prélèvement se fait sur tubes en PET (Venosafe© Plastic 

tube, Geiner, Japon) contenant 0,109M de citrate trisodique (1/10). Les plasmas sont doublement 

centrifugés et congelés à -80°C jusqu'à utilisation. 

Un dosage de TP, TCA et fibrinogène a été effectué pour vérifier si les donneurs sains n'ont pas de 

déficit en facteur de la coagulation ou d'ACC. 
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ARTICLES ET DISCUSSION 
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Manuscrit numéro 1 
 
Le premier travail de cette thèse a consisté en une revue de la littérature sur la thèmatique : Test de 

génération de thrombine et maladies auto-immunes. Les maladies auto-immunes sont régulièrement 

associées à une atteinte endothéliale, secondaire à un état proinflammatoire. Parmi les maladies auto-

immunes étudiées par le TGT, le SAPL est celle qui a été le plus étudiée. La raison est l’existence 

d’une hypercoagulabilité, associée à des récidives thrombotiques malgré les  traitements 

anticoagulants. Il a été démontré, grâce au TGT,  que les patients n’ont pas d’hypercoagulabilité (du 

fait du traitement anticoagulant) mais une RPCa . La présence d’une RPCa est associée à un risque 

de récidive thrombotique. 

Dans le LES, une RPCa est également retrouvée et l’activité de la maladie est corrélée aux parametres 

du TGT (augmentation de l’ETP dans les maladies actives). La maladie de Behçet est une vascularite 

qui peut se compliquer d’évènement thromboembolique. Il n’existe pas de marqueur biologique 

d’activité de la maladie. Dans les 3 études effectuées sur TGT et maladie de Behçet, une retrouvait 

une corrélation entre les parametres du thrombinogramme et l’activité de la maladie, et une autre 

retrouvait une état hypercoagulable chez les patients ayant un antécédent d’évènement 

thromboembolique. 

Cette revue décrit des biais méthodologiques (absence de standardisation entre les techniques 

utilisées) et ouvre la voie à l’utilisation du TGT dans ces différentes maladies pour évaluer la réponse 

aux traitements des patients. 
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Manuscrit numéro 2 

Dans ce second travail de thèse, le but a été de mettre en place une méthodologie pour évaluer 

l’hypercoagulabilité sur un modèle de SAPL sur cellules endothéliales artérielles. Pour se faire, nous 

avons étudié tout d’abord l’impact de la confluence des cellules sur la génération de thrombine. Nous 

avons démontré que plus la confluence était importante, et plus la génération de thrombine diminuait 

de manière proportionnelle.  

Les cellules endothéliales ont été incubées avec différentes concentrations d’aPL (100, 200 et 500 

mg/ml) et durant différents temps pour évaluer l’action de ses anticorps (1, 4, 12 heures). Le potentiel 

thrombogène était augmenté en fonction de la concentration d’aPL mise en culture. Pour confirmer 

l’action propre des aPL, nous avons incubé des IgG polyvalentes en grande concentrations (500 

mg/ml). Aucune modification du TGT n’a été retrouvée, démontrant le potentiel thrombogène de ces 

aPL induisant une dysfonction endothéliale. 

Enfin, nous avons évalué l’action de ces aPL sur les plaquettes. Les patients souffrant de SAPL ont 

une hyperagregation plaquettaire. Nous avons démontré que l’incubation d’aPL avec des plaquettes 

initie l’activation de celles-ci pour aboutir à une agrégation plaquettaire et une génération de thrombine.  

Il a été démontré que l'activation endothéliale est un déclencheur qui induit une thrombose avec 

libération de FT et inhibition de l'oxyde nitrique synthase endothéliale dans le SAPL (308–310).  

A notre connaissance, il n'existe pas de méthodologie standardisée pour tester la génération de 

thrombine sur culture de CE. Plusieurs études ont évalué la génération de thrombine induite par les 

cellules cancéreuses(311–313).  Dans notre étude, nous avons évalué différents temps de culture et 

nous avons montré une diminution significative du niveau de thrombine générée en corrélation avec la 

confluence. L'inhibition du TGT par une augmentation de la confluence des cultures de CE pourrait 

être expliquée par les propriétés anticoagulantes de la CE, avec une augmentation de la TM et de 

l’EPCR au contact du plasma. Ces résultats démontrent l'importance d'étudier le TGT en même temps 

que la culture cellulaire et d'avoir un contrôle dans chaque essai pour standardiser les résultats comme 

recommandé par le sous-comité sur le contrôle de l'anticoagulation de l'ISTH (314,315). 

Les aPL ont été préincubés avec les CE avant que la génération de thrombine ne soit déclenchée. 

Une des premières conclusions de notre étude était que l'augmentation de la génération de thrombine 

dépendait d'une augmentation de la concentration d'aPL. Seul un titre moyen ou élevé d'aPL est pris 

en compte dans les critères de Sydney pour le diagnostic du SAPL. Cependant, aucune étude n'a 

rapporté de corrélation entre le risque de thrombose et l'augmentation du titre d'aPL. Nous avons 

confirmé que les états hypercoagulables sont induits par les aPL et non par les IgG polyvalentes. 

D'autres études ont démontré que l'APS ne modifie pas la génération de thrombine dans des conditions 

standard avec le PPP, mais ne fait qu'allonger le temps de latence, ce qui s'explique par la liaison des 

phospholipides avec l'aPL et la réaction retardée de coagulation (96). Dans notre étude, la culture des 
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CE mimait la paroi des vaisseaux et l'incubation des aPL à induire un dysfonctionnement endothélial. 

La capacité des anticorps anti-β2GPI à se lier et à activer les CE en culture a été précédemment décrite 

(316), et nos résultats ont confirmé que l'activation de la CE induit un état prothrombotique. 

Les résultats d'études in vitro et in vivo ont démontré l'implication des plaquettes dans le SAPL. Une 

étude in vitro a montré une interaction entre les anticorps anti-β2GPI et la GPIb après une transfusion 

de plaquettes, avec des aPL, induisant une activation plaquettaire et des états prothrombotiques avec 

libération de PS et production de thromboxane A2 (317). Les plaquettes jouent un rôle essentiel dans 

le SAPL et nous avons montré une augmentation de la génération de thrombine lorsque la PRP était 

utilisé pour déclencher le TGT. Les plaquettes contribuent au phénotype hypercoagulable. Dans un 

modèle murin de SAPL, Proulle et a.l ont rapporté que les aPL induisent une activation plaquettaire 

qui est la première étape de l'activation endothéliale et est nécessaire pour amplifier la formation de 

fibrine (318). Ces résultats ont été confirmés par l'incubation d'anticorps anti-β2GPI avec PRP sans 

FT.  
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Manuscrit numéro 3 

Ce troisième travail de thèse, signé en deuxième auteur, était centré sur la modulation du phénotype 

pro-thrombotique du SAPL par l’HCQ. Ainsi nous avons utilisé notre modèle murin de SAPL obtenu 

après injection d’aPL issus de patients, sur lequel des thromboses artérielles mésentériques et 

carotidiennes ont été induites à l’aide du chlorure de fer. Enfin, nous avons eu recours à des cellules 

endothéliales humaines aortiques mises en culture en présence d’aPL pour affiner l’exploration du 

statut pro thrombotique.  

La première partie du travail a consisté à réaliser la mise au point du TGT sur plasma de souris. Nous 

avons prélevé des souris contrôles et réaliser le TGT avec différentes quantités de plasma et 

différentes concentrations de FT. Physiologiquement, les souris ont des concentrations plus 

importantes des différents facteurs de la coagulation, d’où la nécessité de mettre des quantités de 

plasma et des concentrations en FT plus faibles (impossibilité de lire la courbe de génération de 

thrombine pour des concentrations en FT>1 pM) 

 

Figure 15. Mise au point du TGT sur plasma de souris 

 

Les résultats des expérimentations animales ont montré un impact majeur de l’injection des aPL sur la 

rapidité et l’étendue des thromboses tant mésentériques que carotidiennes comparativement aux 

animaux contrôles. L’état pro thrombotique induit par l’injection des aPL était confirmé in vitro par les 

tests de génération de thrombine. Ainsi, le « peak » et l’ETP des animaux exposés aux aPL étaient 

plus importants que ceux des animaux contrôles. Cette différence entre les groupes de souris 

disparaissait après gavage quotidien des souris par l’HCQ (6mg/kg/j). Le traitement par HCQ 

permettait de normaliser les paramètres de génération de thrombine des souris APL.  

Par ailleurs, afin d’étudier le rôle de la dysfonction endothéliale sur l’induction de cet état pro 

thrombotique, des cellules endothéliales humaines aortiques ont été incubées en présence d’aPL. 
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L’expression de la thrombomoduline était réduite dans les cellules exposées aux aPL. Nous avons 

également constaté que de façon similaire aux expérimentations animales, l’incubation des cellules 

avec des aPL induisait un ETP plus important qu’en l’absence d’aPL. L’utilisation d’HCQ dans les 

cultures de cellules endothéliales permettait d’obtenir un niveau basal de génération de thrombine 

témoignant d’une restauration du pouvoir anticoagulant naturel des cellules endothéliales. Ceci était 

illustré notamment par la normalisation des taux de thrombomoduline exprimés par les cellules 

endothéliales. Ce mécanisme explique la RPCa retrouvée chez les patients SAPL, et la diminution de 

RPCa sous HCQ. Ainsi nous avons montré que la modulation de cette dysfonction par l’HCQ a permis 

de restaurer un état de coagulabilité basal.   
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Manuscrit numéro 4 

 

Ce quatrième travail a évalué le test de génération de thrombine chez différents types de SAPL. 

Nous avons inclus rétrospectivement 41 patients avec les critères de classification de Sydney (SAPL 

thrombotique, SAPL obstétrical) et avec la persistance d’aPL sans évènement clinique (SAPL 

biologique). Le test de génération de thrombine a été effectué sur plasma pauvre en plaquettes (PPP). 

La résistance à la protéine C activée a été mesurée par le TGT chez les patients. 

Les SAPL trhombotique et obstétricaux ont une augmentation de la production globale de thrombine 

(ETPcontrol=808 nM.min [756-853] contre 1265 nM.min [956-1741] et 1863 nM.min [1434-2080] 

respectivement) (Peakcontrol=78 nM [74-86] contre 153 nM [109-215] et 254 nM.min [232-289] 

respectivement). Le SAPL biologique n'a connu qu'une augmentation du temps de latence 

(Tcontrol=4,89±1,65 min contre 13,6±3,9 min). Cette augmentation du temps de latence représente 

l’action des aPL, qui se lient aux PL présents dans le réactif du TGT (comme ce qui est observé avec 

l’allongement du TCA des patients SAPL). Une augmentation de l'aPCR a été observée dans le groupe 

SAPL thrombotique (52,7±16,4%) et SAPL obstétricaux (64,1±14,6%) par rapport au groupe de 

contrôle (27,2±13,8%). 

Ces résultats suggèrent un état hypercoagulable chez les patients SAPL sans traitement anticoagulant. 

Une donnée jamais décrite dans la littérature est l’état hypercoagulable dans patientes souffrant d’un 

SAPL obstétrical. Il est normalement peu décrit de thrombose dans le SAPL obstétrical. Le risque de 

développer un événement thrombotique secondaire à un SAPL obstétrical a été démontré dans une 

étude prospective (319), et récemment, dans une étude rétrospective avec 63% de patientes qui ont 

fait une TVP dans les 7.6 années du post-partum (320). Nos résultats biologiques confirment les 

données de la littérature, à savoir un état d’hypercoagulabilité plus important à l’état basal (en dehors 

de la grossesse) dans le groupe SAPL obstétrical et de fait un sur-risque de maladie 

thromboembolique.  

De nombreuses études se focalisent sur le traitement du SAPL soit avec des antithrombotiques en 

prévention secondaire voire primaire ; soit avec de nouvelles thérapeutiques additionnelles tels que 

l’hydroxychloroquine (321) (139) ou la rapamycine (322). Ces différents traitements sont instaurés lors 

de SAPL secondaire à un LES, de manifestations de récidives thrombotiques ou dans le cadre de 

greffe rénale (323). Le global APS score (GAPSS) serait un moyen de prédire le risque thrombotique 

ou les morbidités obstétricales (324), et permettrait d’évaluer la nécessité de mise en place d’une 

thérapeutique supplémentaire. Cependant, ce score manque de sensibilité et il inclut la recherche des 

anticorps anti-prothrombine/phosphatidylsérine non réalisé en pratique courante.  Par ailleurs bien que 
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ce score semble identifier un sous-groupe de patients à risque, il n’a pas fait la preuve de son intérêt 

pour décider de la mise en route d’un traitement de prophylaxie primaire. L’utilisation d’un marqueur 

biologique de l’état pro-coagulant chez des patients indépendamment de leur profil immunologique 

pourrait améliorer l’évaluation du risque thrombotique ces patients. 

La prévention primaire dans le SAPL biologique reste controversée. Le risque de développer un 

événement thrombotique est probablement inférieur à  1% par an, en l’absence de co-morbité 

associée(323), et 5.3% si le SAPL est associé à une triple positivité, le sexe masculin et les facteurs 

de risques habituels de TVP (325). Le niveau de preuve reste faible sur l’utilisation de l’aspirine en 

prévention primaire (121) et les résultats d’une méta-analyse ont démontré qu’une prophylaxie dans 

les situations à risque serait plus adapté (326).  

Les résultats de notre étude ont montré que les patients du groupe SAPL biologique n’avaient pas un 

état d’hypercoagulabilité avec une génération de thrombine identique à celle du groupe contrôle. Il 

existe seulement un allongement du temps de latence identique à celui retrouvé lors d’un allongement 

du TCA. Dans ce groupe, nous n’avons pas un nombre suffisant de patients ayant une triple positivité 

biologique pour évaluer un sur-risque thrombotique. Il serait sans doute intéressant d’évaluer le risque 

thrombotique, par le TGT, pour éventuellement stratifier d’une prévention primaire chez les SAPL 

biologiques. 

De même dans notre étude, dans le groupe SAPL secondaire, seul un allongement du temps de 

latence est retrouvé alors que Pereira et al. avaient montré une augmentation de génération de 

thrombine dans le LES (289). Dans leur étude, 6 patients avaient un SAPL secondaire. Il n’y avait pas 

de différence entre les patients ayant un LES et les patients avec un SAPL secondaire. Cependant, 

leur étude a évalué la génération de thrombine secondaire aux microparticules pro-coagulantes. Nos 

résultats démontrent une augmentation non significative de génération de thrombine dans le SAPL 

secondaire. Dans notre étude, tous les patients avec un  LES étaient traités par hydroxychloroquine. 

Rand et al. ont démontré une diminution de production de facteur tissulaire chez les patients SAPL 

sous antipaludéen de synthèse (327). Une étude sur un modèle de cellules endothéliales de SAPL a 

démontré qu’il y avait une augmentation de génération de thrombine (328), et des résultats 

préliminaires ont démontré qu’une incubation supplémentaire d’hydroxychloroquine normalisait la 

génération de thrombine (résultats non publiés). Ainsi, le traitement par hydroxychloroquine pourrait 

expliquer l’absence de différence entre le groupe contrôle et les SAPL secondaires.  

La RPCa est connue pour augmenter le risque de thrombose veineuse dans le SAPL d’un odd ratio de 

3.31 (1.30-8.41) (329). Cette RPCa a été mise en évidence par le test de génération de thrombine sur 

plasma riche en plaquettes (330). Une étude de Zuily et al. a confirmé que la mise en évidence d’une 
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RPCa dans le SAPL par TGT, en analyse univariée, était un facteur de risque de développer une 

thrombose veineuse superficielle (331). La thrombose veineuse superficielle n’est pas considérée 

comme un critère clinique du SAPL selon les recommandations proposées lors du 14th International 

Congress on Antiphospholipid Antibodies (332).   

 Le suivi de la cohorte Europhospholipid a démontré une récidive thrombotique  chez 16 % des 

patients (333). Cette récidive avait lieu chez des patients qui étaient sous traitement anticoagulant ou 

non. Dans notre étude, deux patients qui n’étaient pas sous traitement anticoagulant ont eu une 

récidive de thrombose l’année qui a suivi le TGT. Chez ces derniers, les paramètres du TGT étaient 

augmentés au moment de l’étude. Des études ont été faites sur le TGT et la récidive de thrombose 

chez des patients sans thrombophilie constitutionnelle ou acquise après arrêt de traitement par 

anticoagulant par Hron et al. (334) et par Chaireti et al. (335). Les résultats sont contradictoires entre 

les deux études, Hron et al. démontrait qu’un pic de thrombine augmenté était associé à un risque de 

récidive de 20% à 4 ans alors que Chaireti et al. ont retrouvé des résultats opposés (pic de thrombine 

plus faible associé à une récidive). Les conditions analytiques dans ces études n’étant pas les mêmes, 

il est difficile de les comparer. Une étude chez les patients SAPL serait intéressante pour évaluer le 

risque de récidive. 
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Manuscrit numéro 5 
 
Le cinquième travail portait sur la fibrose pulmonaire idiopathique, un modèle de dysfonction 

endothéliale chronique, associée à un risque thrombotique élevé. Nous nous sommes intéressés aux 

ECFC de patient souffrant d’FPI et nous avons évalué l’impact du traitement sur ces précurseurs. 

Une mise au point a été faite pour réaliser le test de génération de thrombine sur les ECFC en culture ; 

puis le  comparer entre des  groupes :  ‘’ECFC sang de cordon’’, ‘’ECFC témoin sain’’ et ‘’ECFC FPI’’. 

Les ECFC FPI démontraient un état hypercoagulable par rapport aux autres groupes d’ECFC. Cet état 

hypercoagulable est secondaire à une diminution d’expression de l’EPCR à la surface de ces cellules. 

Nous nous sommes ensuite interessés à la modulation de cet état hypercoagulable par les différents 

traitements de la FPI (Nintedanib, Pirfénidone, Epoprosténol, Treprostinil). Un état hypercoagulable 

apparaissait sur le test de génération de thrombine avec l’ajout de ces différentes molécules dans les 

milieux de cultures. Cet état hypercoagulable est secondaire aux propriétées antiangiogéniques et anti 

mitotiques des différentes molécules.  

La question de la thrombose et des indications de l'anticoagulation chez les patients atteints de FPI 

font l'objet d'un débat considérable. Des études en laboratoire et des modèles animaux ont démontré 

un déséquilibre associé entre la thrombose et la fibrinolyse et ont suggéré que l'activation de la cascade 

de coagulation pourrait être importante dans la pathogénie de l’FPI (198). Le taux d'embolie pulmonaire 

est significativement plus élevé dans l’FPI que chez les témoins (165). De plus, les patients atteints 

d’FPI présentent des niveaux élevés de facteurs tissulaires et une fibrinolyse altérée dans l'espace 

alvéolaire, ce qui reflète une perturbation de la coagulation activée intra-alvéolaire (336). Le potentiel 

profibrotique des facteurs de coagulation et le rôle des PAR dans la médiation de la prolifération des 

fibroblastes induits par la thrombine et le dépôt de la matrice extracellulaire ont été décrits dans des 

modèles expérimentaux de fibrose pulmonaire. La thrombine est un activateur majeur des PAR-1, 

PAR-3 et PAR-4 alors que les PAR-1 peuvent également être activés par la PCa. 

Les ECFC ont été décrites comme étant dérivées des vaisseaux pulmonaires et également comme 

une biopsie liquide des vaisseaux pulmonaires lorsqu'elles sont isolées dans le sang périphérique 

(337). Par conséquent, les propriétés procoagulantes accrues des ECFC confirment le phénotype 

vasculaire modifié des cellules endothéliales déjà décrit dans la FPI et pourraient argumenter en faveur 

de leur contribution spécifique à sa physiopathologie. Nous avons démontré une augmentation de la 

génération de thrombine dans les ECFC qui pourrait être liée à une diminution de l'expression de la 

TM et de l’EPCR induisant une diminution de la PCa chez les patients atteints d’FPI. Ce résultat est 

conforme à une diminution de la génération de PCa précédemment observée dans l’FPI (338), à une 

augmentation de la mortalité dans les modèles de fibrose pulmonaire induite par la bléomycine avec 

de faibles niveaux de PCa (339), corrigée par un traitement avec la PCa (340) ou la TM recombinante 

(341). Des études antérieures dans un modèle endothélial du SAPL ont démontré une 
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hypercoagulabilité dans les cellules endothéliales avec génération de thrombine. L'hypercoagulabilité 

était dépendante de la résistance à la protéine C activée dans le modèle de souris, et avec une 

diminution de la thrombomoduline et du récepteur de la protéine C endothéliale dans les cellules 

endothéliales. 

Notre hypothèse est également soutenue par l'augmentation du taux d'exacerbation aiguë et du risque 

de mortalité observée dans l’FPI sous traitement à la warfarine (342,343). Dans ce contexte, il convient 

de souligner que la warfarine, contrairement à tous les autres anticoagulants, diminue l'activation de 

la protéine C, ce qui accentue le défaut de base observé dans l’FPI. 

Cette étude est la première à examiner la génération de thrombine sur les  ECFC dans l’FPI. Les 

propriétés procoagulantes modifiées des ECFC pourraient être liées à la diminution de l’ expression 

d’EPCR et de TM. Cette nouvelle découverte plaide fortement en faveur d'un rôle des ECFC dans la 

physiopathologie de la FPI. 

 

  

 



 

115 

 

  

Figure 16. Etude de prolifération des ECFC incubés avec les différents traitements de la fibrose 

pulmonaire idiopathique
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Figure 17. Augmentation du TGT pour les ECFC incubés avec les différents traitements de la fibrose 

pulmonaire idiopathique 
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Manuscrit numéro 6 

Le dernier travail portait sur un modèle aigu de dysfonction endothéliale. Nous avons inclus des 

patients souffrant de COVID-19, et évalué si les marqueurs d’hypercoagulabilité pouvaient prédire une 

aggravation comme le transfert en réanimation et/ou le décès des patients. 

Plusieurs études prédisent l'apparition de maladies graves (245,344,345) et la mortalité dans l'infection 

par Covid-19 (218,346,347). L’âge, l'augmentation de l'indice de masse corporelle, l'hypertension 

(348), le diabète et le sexe masculin (349) sont des facteurs  de mauvais pronostic, et régulièrement 

retrouvés dans les scores prédictifs d’aggravation. Logiquement, l’oxygénodépendance avant 

l'admission était un facteur prédictif de l'aggravation de l’infection à SRAS-CoV-2. Parmi les marqueurs 

biologiques, l'augmentation de la protéine C-réactive et de l'urée sont dans les scores pronostiques. 

La protéine C-réactive peut augmenter rapidement après le début d'une inflammation, d'une lésion 

cellulaire ou tissulaire. Lors d'une septicémie, l'endothélium s’active dans tout l’arbre vasculaire. Le 

concept de dysfonctionnement endothélial induit par le sepsis est connu sous le nom de 

thromboinflammation (350). Peu d'études ont évalué les biomarqueurs de la coagulation pour prédire 

le transfert en unité de soins intensifs et le décès dans la Covid-19. Zhang et al. ont décrit une 

augmentation des D-dimères associée à un mauvais pronostic (351). Cependant, l'augmentation des 

D-dimères pendant l'hospitalisation avait une spécificité limitée pour prédire le décès (352). La protéine 

C-réactive était davantage corrélée à la gravité de la maladie que le D-dimère (353). Nos résultats 

suggèrent que le fibrinogène aurait un pouvoir discriminant élevé et de manière plus spécifique que 

les D-dimères. 

Aucune étude n'a été rapportée sur les fragments 1+2 de la prothrombine dans la Covid-19. Les 

fragments 1+2 de la prothrombine sont moins affectés par l'inflammation que les D-dimères (354). 

Nous avons démontré une augmentation des fragments 1+2 de la prothrombine. Le TGT a déjà été 

utilisé pour évaluer l'hypercoagulabilité et le développement d'un accident vasculaire cérébral 

ischémique aigu. En effet, il a été établi que la microangiopathie et l'occlusion des capillaires 

alvéolaires chez les patients atteints de Covid-19 étaient secondaires à une thrombose vasculaire 

généralisée (217). La monocytopénie inférieur à 0,2 G/L pourrait être lié à la gravité de la Covid-19. 

Ceci est conforme au fait qu'une diminution du nombre de monocytes est associée à un mauvais 

pronostic dans le cas d'une septicémie (355). Le recrutement de monocytes est essentiel pour lutter 

efficacement contre les infections virales, bactériennes, fongiques et protozoaires, pour les éliminer 

(356). L'absence de recrutement peut également expliquer l'aggravation de la maladie.   

L'intérêt de connaitre l’évolution clinique de la Covid-19 permet de prédire le manque de lits dans les 

hôpitaux et une pénurie d'équipements médicaux. Plusieurs scores existent pour la prévision de la 
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mortalité dans les cas de pneumonie, comme le CURB-65, le score A-DROP et le score de mortalité 

4C (218,357,358). Cependant, ces scores ne sont pas adaptés pour déterminer le transfert en unité 

de soins intensifs. Il est intéressant de noter que nos résultats ont démontré que l'association de 

l’oxygénodépendance, la monocytopénie, du taux de fibrinogène, du taux de fragments 1+2 de la 

prothrombine et du pic de thrombine sur le TGT pouvait prédire une amélioration ou une aggravation 

chez les patients atteints de Covid-19. Un score inférieur à 7,47 prédisait une amélioration et un score 

supérieur à 10,19 prédisait une aggravation pour chaque patient. Le score prédictif était meilleur que 

le score de mortalité 4C pour la détermination de l'aggravation clinique, comme le suggère l'analyse 

de la courbe ROC (ASC = 85,5 et 71,6 % respectivement). Cependant, l'objectif de notre score et celui 

du score de mortalité 4C ne sont pas les mêmes. L'intérêt du score prédictif de l'aggravation, y compris 

le transfert à l'unité de soins intensifs pendant l'hospitalisation, est d’instaurer un traitement rapide, y 

compris l'initiation de corticostéroïdes et le transfert vers les soins intensifs (233). Une étude récente 

démontre que les biomarqueurs de la coagulation sont des prédicteurs indépendants de l'augmentation 

des besoins en oxygène chez les patients COVID-19 (359). Une étude a confirmé que l'augmentation 

des D-dimères n'est pas associée au transfert en unité de soins intensifs (344). 

Dans l'étude de Panigada et al..(223), le facteur Willbrand (antigène et cofacteur de la ristocétine) était 

très augmenté. Dans l'étude de Poissy et al. (240), les niveaux d'antigène du facteur Willebrand 

semblent être associés à un risque accru d'EP. Notre étude a démontré une augmentation de l'activité 

du vWF chez les patients dont l'état s'est aggravé. Cependant, l'activité de liaison du VWF:GPIb n'était 

pas le facteur le plus prédictif du développement thrombotique pendant l'hospitalisation, la sensibilité 

et la spécificité de l'AUC étant respectivement de 76,0 %, 75,0 % et 75,8 %, avec un seuil de 305 %. 

Selon de nombreux rapports, la Covid-19 expose les patients à un risque particulièrement élevé 

d’embolie pulmonaire (237). La prévalence de l'embolie pulmonaire en unité de soins intensifs est 

proche de 20 % (240). L'ISTH et l'American Society of Hematology ont recommandé une dose 

prophylactique d'héparine de bas poids moléculaire pour prévenir les événements thrombotiques 

(360,361). Même avec une thromboprophylaxie, 7,7% des patients de l'hôpital universitaire de Milan 

ont développé un événement thrombotique (241). L'association entre le score de Padua>4 et le D-

dimère>1000 µg/L avait une sensibilité de 88,52% et une spécificité de 61,43% pour la prédiction d’un 

évènement thrombotique (362). Dans notre étude, 7/8 des personnes ayant développé une EP étaient 

sous thromboprophylaxie. Avec les D-dimères, la sensibilité et la spécificité de l’AUC étant 

respectivement de 77,5 %, 75,0 % et 89,0 %, avec un seuil de 2555 µg/L. À l'admission, le pic de 

thrombine était extrêmement sensible (avec 100 %) et les fragments de prothrombine 1+2 étaient plus 

spécifiques pour prédire l'EP. L'association entre différents marqueurs hématologiques pourrait aider 

à prédire, et potentiellement à augmenter, la thromboprophylaxie par anticoagulation. 
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Figure 18. Courbe ROC prédisant la survenue d’un événement thrombotique chez les patients 

COVID19. 
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Table 1 supplemental. Biological characteristics of the 99 hospitalized patients with COVID-19 infection 

Parameters 
All 

(n=99) 
Improving 

(n=64) 
Worsening  

(n=35) 
P value 

Blood leukocyte count (G/L) 6.6 [4.9-9.0] 5.9 [4.9-8.6] 7.2 [4.8-9.7] 0.507 
Neutrophil count (G/L) 5.0 [3.0-7.2] 4.3 [3.0-6.7] 5.5 [3.4-8.7] 0.291 
Basophil count (G/L) 0.01 [0.01-0.03] 0.01 [0.01-0.03] 0.01 [0.01-0.03] 0.541 
Eosinophil count (G/L) 0.00 [0.00-0.05] 0.01 [0.00-0.07] 0.00 [0.00-0.00] 0.001 
Lymphocytes count (G/L) 
<1 G/L 

0.91 [0.63-1.39] 
55/98 (56.1%) 

1.18 [0.68-1.44] 
32 (50.0%) 

0.81 [0.53-1.21] 
23/34 (67.6%) 

0.080 
0.134 

Monocyte count (G/L)  
<0.2 G/L 

0.41 [0.32-0.62] 
7/98 (7.1%) 

0.44 [0.33-0.63] 
1 (1.6%) 

0.36 [0.28-0.54] 
6/34 (17.6%) 

0.089 
0.007 

Blood platelets count (G/L) 230 [155-276] 228 [155-257] 192 [161-295] 0.887 
Red blood cell (T/L) 4.5 [4.1-4.9] 4.5 [4.1-4.9] 4.5 [4.1-4.9] 0.720 
Haemoglobin (g/dL) 13.3 [12.0-14.4] 13.2 [11.9-14.3] 13.4 [12.2-14.5] 0.591 
Neutrophil-to-Monocyte ratio 9.6 [7.4-17.2] 8.8 [6.7-12.1] 16.7 [9.0-19.8] 0.005 
Neutrophil-to-Lymphocyte ratio 4.7 [2.7-7.0] 4.4 [2.5-7.5] 5.7 [3.4-11.4] 0.081 
Urea (mM) 5.7 [3.9-9.8] 4.85 [-3.63-8.3] 6.8 [4.9-10.4] 0.034 
C-reactive protein (mg/L) 61 [22-120] 52.5 [16.3-93.8] 74 [43-167] 0.020 
Activated partial thromboplastin time ratio 

>1.15 
1.1 [1.0-1.2] 

37/97 
1.1 [1.0-1.2] 

23/63 
1.1 [1.1-1.3] 

14/34 
0124 
0.667 

Prothrombin time (sec.) 13.6 [12.9-14.6] 13.5 [12.9-14.5] 13.6 [13.1-14.8] 0.393 
D-dimer (µg/L) 

> 500 
> 1000 
> 1500 

964 [705-1861] 
84 
47 
34 

863 [575-1513] 
52 
24 
17 

1483 [890-3684] 
32 
23 
17 

0.001 
0.245 
0.013 
0.047 

Antithrombin (%) 103 [98-113] 104 [98-113] 101 [96-110] 0.482 
Fibrin monomer 
> 6 µg/ml 

2.7 [2.0-4.4] 
17 (17.2%) 

2.7 [2.0-3.7] 
8 (12.5%) 

2.7 [1.9-6.2] 
9 (25.7%) 

0.339 
0.165 

Fibrinogen (g/L) 5.9 [4.8-6.9] 5.4 [4.5-5.7] 6.6 [5.8-7.4] 0.003 
VWF:GPIb-binding activity (%) 

> 250 % 
301 [149-319] 

55 (55.6%) 
201 [140-267] 

30 (46.9%) 
257 [182-434] 

25 (71.4%) 
0.005 
0.032 

Prothrombin fragment1+2 (pM) 
> 290 pM 

261 [200-317] 
30 (30.3%) 

235 [179-294] 
13 (20.3%) 

277 [246-341] 
17 (48.6%) 

0.016 
0.007 

ISTH DIC  Score 
D-Dimer based Score 
Fibrin monomer Score 

 
2 [2-3] 

0.00 [0.00-1.00] 

 
2 [2-2] 

0.00 [0.0-0.25] 

 
2 [2-3] 

0.00 [0.00-1.00] 

 
0.008 
0.059 

TGA parameters     
Lagtime (min) 7.1 [6.3-7.2] 7.1 [6.3-9.2] 7.3 [6.7-8.8] 0.679 
ETP (nM.min) 996 [774-1335] 990 [718-1237] 1132 [905-1465] 0.181 
Peak (nM) 168 [112-224] 155 [101-210] 201 [137-248] 0.017 
Velocity (nM/min) 53 [29-78] 45 [24-64] 68 [36-89] 0.004 
Time to Peak (min) 10.8 [9.6-13.3] 10.8 [9.8-14.4] 10.4 [9.6-12.4] 0.096 

 

Data are expressed as median [IQR], n (%), or n/N (%), where N is the total number of patients with available data. Lymphocytes<1 

G/L, monocytes<0.2 G/L, VWF:GPIb-binding activity> 250 %, Prothrombin fragment1+2> 290 pM are outside values range. P values 

comparing clinical improvement to clinical worsening are from χ² test, Fisher’s exact test, or Mann-Whitney U test. DIC: disseminated 

intravascular coagulation ISTH: International Society Thrombosis and Haemostasis, TGA: Thrombin Generation Assay 
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Discussion 
 

1. Limites du TGT 
 

1.1. Limites préanalytiques  

 

Le test de génération de thrombine semble être un outil intéressant pour évaluer l’hypercoagulabilité 

dans des modèles translationnels de dysfonction endothéliale. Il faut cependant noter que l’étape pré-

analytique et le manque de   standardisation limitent son utilisation et en conséquence, les études 

comparatives entre protocoles. Dernièrement, le sous-comité de l’ISTH sur la standardisation 

méthodologique du TGT (363) et d’évaluation du SAPL  par le TGT (364) ont donné des 

recommandations pour la bonne réalisation du TGT.  

Les coefficients de variation (CV) intra-analyse et inter-analyse des paramètres du TGT ont été réalisés 

en utilisant du plasma poolé (20 essais indépendants). Les CV intra-analyse et inter-analyse étaient 

respectivement de 1,7 % et 9,2 % pour le temps de latence, 1,7 % et 8,6 % pour le TTP, 2,5 % et 6,8 

% pour l'ETP, 4,7 % et 6,8 % pour le pic, 9,4 % et 8,8 % pour la vélocité. Les expériences ont été 

réalisées en double pour les contrôles et les patients. Les résultats n'ont pas été pris en compte s'il y 

avait une variation de >10% entre deux puits. Notre méthodologie est conforme aux recommandations 

de l’ISTH, sur les étapes de prélèvements, de conservations et d’analyses des échantillons.  Il est à 

noter que le laboratoire d’hémostase vasculaire du CHU de Rouen a participé à différentes études 

pour tenter d’améliorer la standardisation. Dans la démarche d’amélioration de la standardisation du 

TGT, nous avons candidaté aux futurs études méthodologiques du sous-comité de l’ISTH sur TGT et 

SAPL,  

 

1.2. Limites analytiques 

 

1.2.1. Traitements anticoagulants 

 

1.2.1.1. Héparine non fractionnée/Héparine de bas poids moléculaire 

Les cibles thérapeutiques des traitements anticoagulants vont induire une diminution, aussi bien in 

vitro qu’in vivo, de la génération de thrombine. Des études in vitro ont démontré une diminution globale 

de la génération de thrombine sous HNF (365).  Une corrélation significative était retrouvée entre 

l'intensité de l'anticoagulation et l'ETP chez les patients traités par HNF. Dans notre expérience, la 
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génération de thrombine est complètement inhibée lorsque les patients traités par HNF, sont dans la 

cible thérapeutique de l’anti-Xa (publication en cours). Des résultats récents d’études au cours de la 

COVID-19 ont démontré l’intérêt de nouveaux réactifs pour neutraliser l’HNF et l’HBPM in vitro (366). 

Chez des patients hospitalisés en USI, cette neutralisation permet de retrouver une hypercoagulabilité 

qui n’était pas présente sur de précédentes études (367). Cette méthode pourrait avoir un intérêt sur 

une étude monocentrique que nous avons menée au cours de l’hospitalisation et l’aggravation en USI 

chez les patients COVID-19, où le TGT a été réalisé sans neutralisation de l’HNF et l’HBPM (Figure 

19). 

 

Figure 19. Résultats du TGT de l’étude COVIDTHELIUM. Comparaison entre les patients qui 

s’aggravent et ceux qui ne s’aggravent pas. 

 

1.2.1.2. Anticoagulant oraux 

 

Les anticoagulants oraux directs sont devenus le traitement de référence dans la fibrillation atriale 

(368) et la maladie thrombo-embolique veineuse (369). Les cibles thérapeutiques induisent une 

diminution de la génération de thrombine (370–372). Les études de pharmacodynamie ont démontré 

une affinité moindre de l’apixaban pour le facteur Xa que le rivaroxaban (373). La diminution de 

génération de thrombine n’est cependant pas corrélée aux concentrations plasmatiques d’AOD (374). 

La méthode de neutralisation actuelle, utilisée initialement pour rechercher le lupus anticoagulant, 

induit une augmentation de génération de thrombine in vitro, en antagonisant l’AOD (375). De 

nouvelles méthodes de neutralisation sont nécessaires pour évaluer le TGT chez les patients traités 

par AOD. 
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1.2.2. Protéine C activée 

 

L’absence de thrombomoduline et d’EPCR induit in vitro l’absence d’évaluation de la résistance à la 

protéine C activée par le TGT, limitant l’évaluation globale de la coagulation (376). L’ajout de PCa 

permet de cliver directement le FVa et le FVIIIa, sans prendre en compte la PS et la PC présentes 

dans le plasma du patient. Cette méthode a été utilisée dans le SAPL sur plasma pauvre en plaquettes 

et plasma riche en plaquettes (96). De nouveaux réactifs, contenant de la thrombomoduline, 

permettent d’évaluer globalement la coagulation dans les sur-risques de maladie thromboembolique 

(377).  

 

2. Comparaison avec les autres marqueurs d’hypercoagulabilités 
 

2.1. D-dimères 

 

Les D-dimères ont une excellente valeur prédictive négative pour la MTEV. Cependant, de 

nombreuses situations induisent une augmentation physiologique (378) et pathologique des D-dimères 

(379,380), ne permettant pas une utilisation optimale pour prédire le risque de MTEV. Les résultats de 

HERDOO2, sur le risque de récidive thrombotique après arrêt du traitement anticoagulant, a démontré 

un intérêt pour la femme jeune (381). Récemment, une étude du suivi des D-dimères, après arrêt du 

traitement anticoagulant, a démontré que le risque de récidive était associé au doublement des taux 

de D-dimères entre 3 semaines et 3 mois (OR : 1,4 (1,06-1,84)) (382). Cependant, une étude de 

validation du score de Vienne (prédiction du risque de récidive thrombotique, associant  l’âge, le sexe, 

la localisation du premier événement thrombotique et le dosage des D-dimères) démontrent une sous-

estimation du risque de récidive thrombotique (383). Les D-dimères perdent aussi en spécificité dans 

la prédiction des récidives thrombotiques dans les cancers à fort risque thrombotiques (384). 

Différentes études ont évalué à la fois les D-dimères et le TGT comme marqueurs prédictifs 

d’hypercoagulabilité. Une étude a évalué l’évolution des D-dimères et du TGT au cours du diagnostic 

et suivi de patients atteints de cancers solides, et développant un évènement thromboembolique (385). 

Les D-dimères étaient significativement augmentés à l’inclusion, chez ceux développant une MTEV. 

Les résultats du TGT étaient paradoxaux, avec une diminution du pic et de l’ETP à l’inclusion pour 

ceux développant une MTEV. Au cours du suivi, les patients ayant une diminution du lag time ont 

développé une MTEV.  
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Chez les patients souffrant de coronaropathie, les D-dimères sont augmentés, et le TGT est diminué 

(386). Cependant, les D-dimères perdent en spécificité pour le diagnostic de la sévérité de la 

coronaropathie.  L’association du pic de thrombine<238 nM (se : 55,7% ; sp : 91,4%) et d’un ETP<1623 

nM.min (se : 86,9% sp : 42,9%) est un bon compromis pour prédire le risque d’évènement vasculaire 

au cours de la coronaropathie. Il faut cependant noter que les conditions de dosage de la TGT ne sont 

pas celles que nous utilisons pour l’exploration de l’hypercoagulabilité.   

Dans une étude portant sur le sujet>70 ans, l’association des 2 paramètres est un bon compromis pour 

prédire le risque de développer une MTEV (387). Des D-dimères>848 ng/ml (OR : 7,7 (4,0-14,8)), un 

pic de thrombine>125 nM (OR : 7,8 (4,0-15,0)) et une ETP>1381 nM.min (9,1 (4,4-18,9)) étaient 

associés à un risque développer une première MTEV. En analyse multivariée, l’association des D-

dimères et du pic/ou ETP, permettait d’obtenir un OR de 7,5 (4,2-13,4) et 6,8 (3,9-11,9). 

Les D-dimères restent un excellent marqueur prédictif négatif. Ils ont une meilleure sensibilité dans les 

pathologies artérielles pour refléter l’hypercoagulabilité. La place du TGT pourrait être utile dans les 

études où les D-dimères sont augmentés de façon pathologiques.  

 

2.2. Fragments 1+2 de la prothrombine 

 

Les F1+2 reflètent in vivo la génération de thrombine. Les F1+2 sont moins impactés par l’inflammation 

que les D-dimères (388). Ils ont été peu étudiés dans la récidive thrombotique(389). 

Des études ont comparé les F1+2, D-dimères et le TGT. Au cours de la suspicion de MTEV, les D-

dimères et les F1+2 sont plus augmentés chez les patients avec suspicion de MTEV, et l’ETP et à la 

limite de significativité (390). Après ajustement sur l’âge, le sexe et les comorbidités, l’augmentation 

de l’ETP semble être le seul marqueur retrouvé dans la MTEV. 

L’association F1+2 et ETP a été évaluée chez des patients développant un SCA (278). Les 2 

marqueurs étaient associés à la récidive du SCA et au décès. Dans l’étude, les F1+2 étaient 

augmentés et l’ETP diminué. Après ajustement des covariables, seul l’ETP était prédictif d’un 

« outcome » péjoratif.  Ces résultats ont déjà été observés dans une autre étude sur le risque de 

développer un évènement cardiovasculaire (276).  Une possible explication est l’hyperexpression du 

TFPI chez les patients présentant un SCA (391), qui est un régulateur majeur du TGT. 

Une des limites des différents marqueurs d’hypercoagulabilité est la grossesse. Les résultats des 

différents marqueurs (F1+2, D-dimères et TGT), au cours de la grossesse normale ou à risque 

thrombotique, démontrent une augmentation sans prédiction du risque thrombotique (392,393).  
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Le TGT semble avoir des limites sur les maladies artérielles, avec une diminution associée à des 

événements cardiovasculaires. Les F1+2 ont été peu étudiés, mais aurait peut-être leur place avec le 

nouveau kit unitaire à l’étude, permettant un résultat aussi rapide que les D-dimères.  
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Conclusion et perspectives 
 

Ce travail de thèse avait pour objectif principal d’évaluer le lien entre dysfonction endothéliale et 

hypercoagulabilité dans différents modèles translationnels. Nos modèles avaient pour objectif de 

mimer trois types de dysfonctions endothéliales : aiguë (COVID-19), subaiguë (SAPL) et chronique 

(fibrose pulmonaire idiopathique). De notre expérience sur le TGT, l’évaluation du pic thrombine 

semble adapté à des pathologies ‘’aigues’’, où les systèmes inhibiteurs de la coagulation sont débordés 

et ne régulent plus la génération de thrombine. L’ETP semble intéressant dans un contexte d’activation 

chronique de la coagulation, et il serait intéressant à l’avenir de compléter toute analyse avec de la 

thromboduline, reflétant pleinement la coagulation. 

Dans notre modèle translationnel de SAPL, nous avons pu montrer l’intérêt d’utiliser le TGT pour 

évaluer la modulation pharmacologique par l’HCQ. Cette étude sera poursuivie dans l’essai clinique 

randomisé, porté par le Service de Médecine Interne, par le Dr Sébastien Miranda (APLAQUINE 

NCT02595346). D’autres pistes thérapeutiques pourraient être explorées dans le syndrome des 

antiphospholipides, comme l’utilisation pharmacologique d’inhibiteur des protease activated receptor. 

Un deuxième objectif était l’apprentissage de la culture d’ECFC et leur évaluation dans un modèle de 

dysfonction endothéliale.  Dans le modèle d’ECFC FPI, nous avons pu décrire un état 

d’hypercoagulabilité, ce qui se traduit en clinique par des évènements thrombotiques chez ces patients. 

La culture d’ECFC pourrait être utilisée pour évaluer si la dysfonction endothéliale retrouvée dans le 

SAPL se fait dès le stade du progéniteur endothélial. Cette meilleure compréhension permettrait 

d’ouvrir un nouvel axe thérapeutique dans le SAPL, avec une meilleure connaissance 

physiopathologique, permettant de classer les patients à fort risque de récidive thrombotique, 

nécessitant une anticoagulation au long cours, et ceux avec un faible risque. 

Enfin, nous avons pu démontrer l’intérêt du TGT dans l’infection à SarS-CoV-2 pour prédire les risques 

d’aggravation dès l’hospitalisation. L’intérêt de cette prédiction est d’initier chez les patients, 

susceptibles de s’aggraver, des thérapeutiques, tel que les corticoïdes, pour permettre de ne pas 

saturer les unités de soins intensifs. 
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