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Résumeé

Ce travail a permis d’évaluer I'apport du test de génération de thrombine dans des modéles de cultures
cellulaires, dans un modele murin de SAPL, et chez des patients atteints d’'une dysfonction endothéliale
entrainant un état d’hypercoagulabilité. Les anticorps antiphospholipides entrainent une diminution de
'ePCR, induisant résistance a la protéine C activée, retrouvée dans nos différents modeéles et patients.
Le traitement par I'hydroxychloroquine dans le modéle 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 aprés injection d'anticorps antiphospholipides purifiés. I
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 a 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 a un état hypercoagulable, avec le développement de thromboses multiples,
retrouvées lors d’autopsies de patients. Nous avons démontré l'intérét du test de génération de
thrombine comme facteur pronostique au cours de l'infection a Sars-CoV-2, prédisant I'hospitalisation
en réanimation des patients. Le test de génération de thrombine semble étre un outil intéressant au
cours de l'atteinte endothéliale induisant une hypercoagulabilité dans des modeles transversaux, et

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

1- Structure de la paroi vasculaire
Les vaisseaux sanguins de I'organisme sont constitués de trois couches ou tuniques concentriques et
leurs proportions varient selon les catégories vasculaires (Figure 1). Ces couches sont appelées

respectivement : 'adventice (couche externe), la média (couche moyenne) et I'intima (couche interne).

1.1. L’adventice

Elle est constituée de fibres laches de collagene, de quelques fibres élastiques épaisses et de
fibroblastes orientés longitudinalement. Elle contient un réseau appelé vasa vasorum, formant la paroi
des artéres et des veines, et permettant le bon positionnement dans I'environnement. Un second
réseau, constitué de nerf (le nervi vasorum), a pour réle principal I'innervation des cellules musculaires

lisses.

1.2. La média

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

collagéne 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
systemes vasculaires. Les cellules endothéliales (CE) possédent de grands axes qui sont orientés

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

ARTERE VEINE

valve

intima

Limite élastique

media

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

Le flux sanguin exerce sur les CE un flux laminaire, formé de couches concentriques paralleles. 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 contréle 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 réle 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):

e Sécrétion de substances vaso-actives (monoxyde d’azote (NO), prostacycline,
'endothéline,...)

e Régulation de 'hémostase

¢ Perméabilité vasculaire permettant les échanges 02/COz2

¢ Recrutement de cellules inflammatoires par adhésion et sécrétion de chimiokines

¢ |Initiation de 'angiogénése

VWF Leukocyte

A, Blood flow B, Hemostasis e C, Permeability D, Inflammation
Physiological T Ultra-Large J,=K ([P-P]-a[m-m])
VWF Y ¢ g

Platelets @ P, =35 mm Hg

A T, =25 mm Hg
@l\ Red Blood
/< @ Cell

ANGPT2
ANGP}'@

TIE-2

ATI

ATIl ET-1  Big_ET-1

PreCapillary Arteriole Capillary PostCapillary Venule
=) End.othelial cell <. Smooth muscle cell diing Gl_ycocaly.x Adher_-ns Jgnctlons (VE-cadherin) zVE-Selectin ICAM VCAM1
i Pericyte s Basement membrane @ Microparticles ## Tight junctions

Figure 2. Régulation homéostatique du flux sanguin, de I'hémostase de la perméabilité et de

'inflammation par les cellules endothéliales (Pierce R, Pediatrics, 2017) (3)
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2.1. Contrble de la circulation sanguine

La variation de 'hémodynamique vasculaire est sous la dépendance de nombreux médiateurs
sécrétés par les CE. Physiologiqguement, 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 I'endothéline-1 et le platelet-activating factor.

Le NO est un radical libre synthétisé lors de I'oxydation de la L-arginine en L-citrulline par 'oxyde
nitrique synthetase (NOS). L’endothéliale oxyde nitrique synthetase (eNOS) est active de maniere
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 roles au sein du vaisseau :

e Une inhibition de I'activation plaquettaire

e Une inhibition du rolling et de I'adhésion leucocytaire

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

e 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
synthése passe par l'intermédiaire d’'un propeptide, dont la stimulation est induite par les forces de
cisaillement, '’hypoxie et I'ischémie. Elle entraine la contraction des cellules musculaires lisses apres
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 & 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
'AMPc et en inhibant I'agrégation plaquettaire. Sa synthése est induite par une augmentation des
forces de cisaillement, et joue un réle comme médiateur de l'inflammation (5). Le platelet-activating
factor est un puissant médiateur phospholipidique. Il est localisé a la surface des CE et induit
I'agrégation plaquettaire. Son réle, comme médiateur de l'inflammation, intervient dans I'adhésion des

leucocytes sur la paroi vasculaire (6)

2.2 Régulation de I'hémostase

La fonction principale de I'endothélium est de faciliter la circulation sanguine en présentant une surface
antithrombotique. Sous l'effet de facteurs extrinséques mécanigues ou chimiques, I'endothélium peut

devenir procoagulant.
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2.2.1. Physiologie de la coagulation

L’hémostase est 'ensemble des phénoménes physiologiques participant a la prévention ou a I'arrét du
saignement. La présence d’une bréche vasculaire, qui provoque une discontinuité de I'endothélium et
I'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 a la

formation du thrombus et enfin, un phénoméne 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 systeme fibrinolytique permettant la dissolution du
caillot.

Fibroblaste Adventice

Drégradation
dela fibrine

Systéme contact g
Fibrinogén w- honomear
(KHPAA, PIC, X1 de fibrine stable

- [ o [ ]

Figure 3. Schéma général de la coagulation

2.2.2. Hémostase primaire

Lorsque I'endothélium est Iésé, un relargage par les CE, d’adrénaline, de noradrénaline et de
sérotonine, va induire une vasoconstriction reflexe. Ce « temps vasculaire » va étre 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 collagéne, soit directement par les glycoprotéines (GP) la et VI, soit indirectement par
liaison du facteur Willebrand (VWVF) au complexe GPIlb-IX-V plaquettaire. Le VWF est synthétisé par
les cellules endothéliales et les mégacaryocytes, et circule sous forme de multimeres. Apres leur
adhésion, les plaquettes sont alors activées et sécretent leur contenu granulaire, comme I'ADP et de
nombreuses protéines impliqguées dans I'angiogenese. Elles générent du thromboxane A2 (TXA2) a
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 I'adhésion et le recrutement de plaquettes circulantes. La
formation du clou plaquettaire permet l'arrét transitoire du saignement dans les capillaires sanguins.
L'agrégation plaquettaire nécessite la présence de fibrinogéne qui assure la constitution de ponts
interplaquettaires par liaison a son récepteur la GPlIbllla (7). Le réarrangement des phospholipides
(PL) de surface associé a la formation des premiéres traces de fibrine va permettre une interaction
entre les plaquettes, rendant I'agrégation irréversible. L'obturation de la bréche vasculaire par le clou

plaquettaire est la finalité de 'hémostase primaire (8).
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Figure 4. Activation plaquettaire

2.2.3. La coagulation

La coagulation est un ensemble de réactions enzymatiques permettant d’aboutir a une protéine
insoluble conduisant a la formation du caillot, la fibrine. L’ensemble des facteurs participant a la
coagulation, sauf les facteurs V et VIII, sont des zymogeénes de sérine protéase. Ces différents facteurs
sont synthétisés par le foie et les facteurs Il, VII, IX, X sont vitamine K dépendants. Les facteurs
vitamine K dépendants subissent une gamma-carboxylation des résidus glutamiques dans
I'hépatocyte. Grace a cette y-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 I'activation des plaquettes, de
nombreuses enzymes de la coagulation et leurs cofacteurs. Elle stimule également I'effet procoagulant
des CE.

2.2.3.1. La voie endogéne
La présence d'une breche vasculaire va mettre en évidence une surface a charge électrique négative

qui permet l'initiation de la phase “contact”. Le kininogéne de haut poids (KHPM) circulant se fixe sur
18



une surface activatrice (sous endothélium ou plaquettes activées) et permet la fixation du facteur XlI
(FXII) et de la prékallicréine (PK). La liaison du facteur XII induit une modification conformationnelle
permettant I'activation de la PK en kallicréine, qui par un jeu d’hydrolyse et de rétrocontrdle positif va
convertir et activer le facteur XIl en FXlla. L’activité sérine protéase du FXlla clive le facteur Xl et celui-
ci devient actif (FXla). Le FXI est le seul facteur de la coagulation a se présenter comme un
homodimeére avec un domaine Apple indispensable a la liaison avec le Gplb plaquettaire, le facteur 1X
et le KHPM (9). Le FXla va a 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 y— 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 premieres traces de thrombine active le facteur VIII en FVllla, qui se lie au FIX activé par
l'intermédiaire de liaisons hydrophobes et amplifie I'activité du FIX. Le complexe formé par le FVllla,

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

La formation du deuxieme complexe enzymatique de la coagulation, la prothrombinase, va aboutir a
I'activation de la prothrombine (FIl) en thrombine (Flla). 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 premiéres
traces de thrombine, comme le FVIII.

2.2.3.2. Lavoie exogene

La mise a nu du sous endothélium va s'accompagner d'un relargage de Facteur Tissulaire (FT) dans
la circulation sanguine et entrainer une activation du facteur VIl (FVlla) (10). Le FVlla va directement
activer le facteur X qui rejoint la voie commune pour former le complexe prothrombinase et permettre
de produire le Flla. La formation de Flla par la voie exogéne 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 I'exposition de phospholipides anioniques a la surface des CE, qui a lieu lors de
l'apoptose. In vitro, la synthése du FT peut étre induite par la thrombine, des endotoxines, les forces
de cisaillement, I'nypoxie, des lipoprotéines oxydées et encore d'autres facteurs. In vivo, I'expression
du FT est induite rapidement apres une Iésion vasculaire et du FT est retrouvé au niveau des plaques
d'athérosclérose et des vaisseaux dérivés des tumeurs. Le FT participerait également a la régulation
de I'angiogenese. L'activation du récepteur a la thrombine PAR-1 (protease-activated receptor-1) induit

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

2.2.3.3. Formation de fibrine

Le fibrinogene est une GP de 340 kDA, constituée de deux sous unités, chacune d’elles comportent
trois chaines polypeptidiques (Aa, BB et y). Ces chaines sont reliées entre elles par des ponts
disulfures. Le fibrinogéne comporte un domaine central E et deux domaines latéraux D. La thrombine
clive le fibrinogene au niveau de I'exosite 1 et libére 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 maniere concomitante, la thrombine active le facteur Xl en FXllla. Le FXllla en
présence de Ca?* va créer des liaisons covalentes entre les chaines y de fibrine et permettre la

stabilisation du caillot de fibrine, empéchant 'hémorragie (13).

2.3. Inhibition de ’'hémostase

2.3.1. Contrdle de I'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 I'adhésion, l'activation, la sécrétion et I'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 fibrinogéene : la GPIlIbllla, nécessaire a la fixation du fibrinogene sur son récepteur.
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2.3.2. Controle de la coagulation

Plusieurs systémes régulent la coagulation.

L'antithrombine (AT) se lie a la thrombine pour l'inactiver. Cette inactivation est accélérée lorsque I'AT
se lie aux héparanes sulfates et aux protéoglycanes de la surface endothéliale.

Par ailleurs, sous I'action de I'héparine, les CE liberent 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 systemes inhibiteurs de la coagulation est le systeme Protéine C (PC)/Protéine S (PS).
L'endothélium exprime a sa surface la thrombomoduline (TM) (15). La thrombine se lie a 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 Vllla. Un
récepteur, présent a la surface des CE, participe a la fixation de la PC qui augmente sa vitesse
d’activation par la thrombine ; ce récepteur est I'endothelial protein C receptor (EPCR) (17).

Enfin, la TM diminue également l'activation des plaquettes, des facteurs V, XIllI et du fibrinogéne par
la thrombine. La TM inhibe l'activité du facteur Xa et donc la génération de thrombine (18).

2.3.3. Contrdle 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 plasminogene,
(t-PA). Le t-PA est un puissant activateur de fibrinolyse, permettant la transformation de plasminogéne
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 sécrétent 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 a I'urokinase (u-PA), et neutralise I'activité fibrinolytique (23).

Par ailleurs, la liaison de la thrombine a la TM de la surface endothéliale accélere sa capacité
d'activation du TAFI (thrombin activable fibrinolysis inhibitor) qui clive des extrémités lysines du réseau
de fibrine, empéchant 'activation du plasminogéene en plasmine et retardant la fibrinolyse (24). Le TAFI
joue également un réle dans les processus inflammatoires par I'élimination des résidus d'arginine ou

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

2.4. Contrble de l'inflammation

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

immunitaire innée pour éliminer l'agent pathogéne. Dans certaines conditions spécifiques, les CE
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peuvent également contribuer a 'activation de I'immunité adaptative et au recrutement de lymphocytes
spécifiques a l'antigene (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 a la surface de I'endothélium,
puis activation des cellules adhérentes avec une adhésion qui devient irréversible et résistante au flux,
et enfin diapédese 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 arteres soumises
a 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
I'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
plaguettes 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 a 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 I'extravasation des leucocytes. La production concomitante de

vasodilatateurs augmente I'acheminement des leucocytes dans les tissus.
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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 plaguettaires ; PSGL-1, ligand glycoprotéine P-sélectine-1. (26).
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2.5. Contrble 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 contrélant la perméabilité cellulaire avec une
régulation de l'ouverture et de la fermeture. Elles participent aussi a la croissance cellulaire et la
synthése protéique par transmission de signaux intracellulaires. Trois types principaux de jonctions

endothéliales sont décrits :

e Les jonctions serrées ou tight junctions interviennent dans le contréle des échanges entre le
sang et les tissus. Ce réle doit étre finement régulé dans le cerveau ou les arteres de gros
calibre (30).

e Les jonctions adhérentes sont un complexe trés dynamique. Leur présence est ubiquitaire le
long de l'arbre vasculaire, et essentielle a l'organisation initiale de la monocouche de
I'endothélium. Elles ont un réle majeur dans l'adhérence, la communication cellulaire et la
perméabilité ; elles limitent la migration des cellules et participent & l'inhibition de contact de la
croissance cellulaire (31).

e 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 a partir d’'une cellule souche nommeée I'hnémangioblaste. L’hémangioblaste peut, en fonction
du contexte de stimulation, s’orienter vers la lignée de CE ou de cellules hématopoiétiques. En
condition physiologique, une faible fraction, entrent dans la circulation générale pour permettre la

régenération de I'endothélium vasculaire(32).

En 1997, Asahara et al ont été les premiers a 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 dernieres sont décrites comme présentant des marqueurs phénotypiques
typiques, a 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 étre définit comme le passage des progéniteurs endothéliaux
meédullaires vers la circulation sanguine. Cette mobilisation est régulée par les cellules stromales

médullaires, le microenvironnement et diverses cytokines sécrétées.

Dans des modéles d’ischémie, I'hypoxie tissulaire induit une mobilisation des progéniteurs
endothéliaux en augmentant I'expression du facteur de transcription hypoxia inducible factor 1a, qui
est un facteur pro angiogénique. Hypoxia inducible factor 1a (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 modele murin a entrainé une augmentation des PEC (36). La stimulation de eNOS est

elle-méme médiée par I'activation de la phosphatitylinositol 3 kinase (Pi3K) (37).

A linverse, il existe certains facteurs qui diminuent la circulation des PEC. La premiére étant I'age
avance (38). Le tabagisme chronique entraine aussi une diminution du nombre des PEC et de leurs
fonctions en augmentant I'activité des télomérases qui favorise la sénescence cellulaire (39). Pour finir,
I'hypercholestérolémie diminue I'angiogénése. L’oxydation du LDL cholestérol (ox LDL) entraine une
déphosphorylation de la Pi3K par l'intermédiaire de I'AKT kinase. Cette déphosphorylation aboutit a
une perte des effets cytoprotecteurs de la Pi3K mais aussi a une stimulation de mitogen-activated

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

Cette mobilisation des PEC peut étre induite par des agents pharmacologiques. Les statines,
antagonistes compétitifs de 'HMG CoA réductase, augmentent le nombre de PEC et favorisent la
différenciation des PECs en stimulant la voie Pi3K/AKT (41). De méme, 'administration de G-CSF ou
d’EPO, utilisé en thérapeutique pour mobiliser les cellules souches hématopoiétiques, mobilise
€galement les progéniteurs endothéliaux. L’administration de VEGF mais aussi de L-arginine, substrat

de eNOS, favorisent 'angiogénése (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 rbles dans I'angiogénése différent aussi : les
MACs ne se différencient pas en cellules endothéliales mais favorisent 'angiogenése par une sécrétion
paracrine de facteurs pro angiogéniques. Les ECFC semblent étre les cellules qui aboutissent in fine
aux CE et participent ainsi a la vasculogénese, I'angiogénése et au maintien de I'intégrité vasculaire

(45). L’association de ces deux contingents cellulaires est complémentaire.
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v CD45+ CD14+ CD31+ v CD31+ CD105+ CD146+
v CD146- CD34- v CD45- CD14-
— Conditioned media enhances endothelial |— Intrinsic tube forming capacity in vitro
network formation in vitro and in vivo. and in vivo.
— MACs-derived paracrine factors as — ECFCs as building blocks for new blood
stimulants of angiogenesis. vessel formation or vascular repair

Tableau 1. Distinction entre les MACs et les ECFCs (d’aprés 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 I'intermédiaire des glycosaminoglycanes (GAG). Le GCX a une épaisseur
variant de 0,2 mm a 2 mm en fonction du type de vaisseau et de sa localisation anatomique dans
'organisme (46,47). Les protéoglycanes ont un squelette protéique qui est connecté aux chaines de
GAG chargés négativement. Les protéines sont étroitement liées par un ancrage aux glypicans et
syndécans.

La famille des syndécans est particulierement 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 polyméres linéaires de disaccharides qui possedent des
zones hypo ou au contraire hyper sulfatées qui constituent des domaines de liaison a des protéines
circulantes. A ce jour, 5 GAG sont caractérisés, parmi lesquels I'héparane sulfate, la chondroitine

sulfate, le dermatane sulfate et I'acide hyaluronique, régulant la coagulation (48):

e L’héparane sulfate potentialise I'activité de I'AT.
e La chondroitine sulfate intervient pour faciliter l'interaction thrombine/thrombomoduline, et
activer la protéine C.

e Le dermatane sulfate potentialise I'activité le second cofacteur de I'héparine
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e L'acide hyaluronique est un long polymere, 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, I'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 étre causée par différentes situations pathologiques comme ['inflammation,
I'ischémie ou le traumatisme (48). Le détachement du GCX de la cellule endothéliale provoque une
dysfonction endothéliale qui altére la fonction de barriére vasculaire. La coagulation plasmatique
s’active alors de fagon excessive (51), tout comme l'adhésion et l'agrégation des plaquettes.

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

lI- 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 I'état inflammatoire au sein des CE par
laugmentation des niveaux d'activation de NF-kB (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 I'élément de réponse a 'AMP cyclique et des niveaux élevés de p38 MAPK et
les espéces réactives de 'oxygene (ROS) (55). L'activation de I'endothélium favorise également le
recrutement des monocytes circulants via la régulation a la hausse des chimiokines, plus
particulierement 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 synthese de TM
par la CE entraine une diminution de I'activation de la protéine C et une augmentation de la production
de PAI-1. De facon synergique, les CE commencent a exprimer le FT et le FV procoagulant en réponse
aux médiateurs inflammatoires (le facteur de nécrose tumorale-a (TNF-a et l'interleukine-1 (IL1)) (59).
Les monocytes circulants recrutés vont produire des microvésicules favorisant I'activation de la
coagulation. Ces microvésicules sont principalement composées de FT et de phosphatidylsérine. Le
FT initie la voie extrinseque de la de coagulation, agissant comme son activateur principal, tandis que
la phosphatidylsérine sert de support a la coagulation en recrutant les facteurs vitamine K dépendant :
facteurs VII, IX, X et prothrombine (60).

L’ensemble de ces altérations augmente ensuite le dépot 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 a la fibrinolyse tout en renforcant 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 a l'inflammation, le FVlla, le FXa, et la
thrombine peuvent agir directement sur les cellules de la paroi des vaisseaux, par I'intermédiaire des
récepteurs PAR (64). Les PAR appartiennent a 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 maniere dépendante de '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 empéchant I'apoptose des CE et des neurones dans un modéle
murin d'accident ischémique cérébral (67). Contrairement a 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 barriere 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 a I'atteinte
endothéliale (69).

Ainsi en fonction de ['étiologie responsable de la dysfonction endothéliale les mécanismes
d’hypercoagulabilité seront différents. Dans ce travail de these, nous allons décrire trois situations
cliniques responsables de dysfonction endothéliale : le syndrome des antiphospholipides, la fibrose

pulmonaire idiopathique et l'infection a SARS-Cov2.

1. Syndrome des antiphospholipides

1.1. Geénéralités

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, grace a Hughes et al (71), de mettre en évidence, avec plus de
sensibilité, la présence des anticorps anticardiolipine (aCL) chez des patients atteints de lupus
erythémateux systémique (LES) ayant des antécédents de thrombose. Au début des années 1990,

un autre anticorps, I'anticorps anti-béta-2-glycoprotéine 1 (anti-B2GPl), a été mis en évidence dans
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les phénomenes de thrombose associés ou non aux aCL (28). Ces 2 auto anticorps font partie des

critéeres 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 a 0,5% (73) et les aPL peuvent étre retrouvés de facon transitoire chez

5% de la population générale sans étre associés a des complications cliniques.

1 critere clinique objectif -+ 1 critére biologique (contrélé a 12 sem)

Soit vasculaire = Anticardiolipine (taux moyen ou élevé

* Thrombose artérielle IgG ou IgM)

= Thrombose veineuse = Anti-B2GPI (> 952¢ percentile) IgG ou

* Thrombose petits vaisseaux IgM

Soit obstétrical - Antuio;agulal‘lt circulant « lupique »
(dRVVT, TCA)

*3 FCS (<10 sem)
= 1 mort feetale (> 10 sem)
* Prématurité associée a

= Eclampsie

= Pré-éclampsie

* Insuffisance placentaire

Tableau 2. Critéres de classification de Sydney (d’aprés 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 a I'inclusion des patients faisait état d’'une prépondérance féminine du SAPL
surtout dans sa forme associée au LES (8 femmes/1 homme) comparativement a la forme primaire
(3.5F/1H). La moyenne d’age de survenue du SAPL était de 42+14 ans. Prés de 53 % des patients
avaient une forme primaire, le lupus érythémateux systémique était quant a lui associé au SAPL dans
36 % des cas. La mortalité a 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
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anticoagulants. Au cours du suivi @ 5 ans et & 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 méme de discuter un arrét de celui-ci chez les patients a tres faible
risque. Les données cliniques actuelles permettent quant a 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 foetale inexpliquée a 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 a
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 uniqguement
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 événement 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 a un évenement clinique.

Des études, menées chez des porteurs asymptomatiques d’aPL, ont démontré que le risque de
survenue d’un événement thrombotique était lié au profil des aPL (la présence d’un lupus anticoagulant
serait associé a un risque thrombotique plus important) (79-81). Le nombre d’anticorps positifs est
aussi associé a un sur risque thrombotique : Pengo et al. ont montré que le risque annuel de premier
événement 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, I'association de ces aPL a des
traitements ou comorbidités (contraception oestroprogestative, tabagisme, hypertension) favorise la

survenue d’événement 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 a la
GP. Il a été démontré que I'apparition des anticorps anti-B2GPI pouvait étre induite par injection a des
souris du domaine 1 de la béta-2-glycoprotéine |, induisant les stigmates d’'un SAPL (84). Les agents
infectieux semblent étre le principal trigger de la formation des aPL, en induisant un changement
conformationnel. La liaison a 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.
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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 I'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 I'étape de dépistage) basés sur des

principes différents. La sensibilité et la spécificité de la recherche de I'anticoagulant lupique en général
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varient respectivement de 82 % a 99 % et de 88 % a 99 %. Les techniques doivent suivre les
recommandations de I'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-B2GPI, ceux qui
reconnaissent le domaine 1de la B2GPI sont détectés par les trois tests biologiques (LA, aCL et anti-
B2GPI) et seraient les plus pathogénes. Il n’est donc pas étonnant qu’une triple positivité de ces tests

biologiques soit associée a un tres 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 B2GPI 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 B2GPI, qui sont les plus associés aux
thromboses

* Les anticorps reconnaissant les autres domaines de la B2GPI, sans pertinence clinique
particuliere

* Les anticorps reconnaissant la cardiolipine de maniere indépendante de la B2GPI. Ce sont les
anticorps qui sont le plus souvent produits suite aux infections virales. lls sont le plus souvent

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

1.2.1.3. Les anticorps anti-B-2-glycoprotéine |

La B2GPI (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 B2GPI est
composée d’'une chaine polypeptidique organisée en 5 domaines. Son domaine 5 lui confere 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 a 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 » a la forme « ouverte » qui
démasque un épitope cryptique (Arg39-Arg43) du domaine 1 contre lesquels sont dirigés les aPL les

plus pathogenes (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 évenement thromboembolique (90). Cette
expression est associée a des formes plus grave de SAPL (91,92). L'induction du FT est dépendante
de l'activation de la NADPH endosomale et peut étre limitée par des inhibiteurs de NFkB indiquant un
réle critique de ce facteur nucléaire dans la signalisation (93). Cette expression est dépendante de la
voie de la protéine kinase activée par le mitogene p38, et de la voie MEK-1/ERK (92). Le TNFa
représente |'étape intermédiaire dans I'expression du FT induite par I'anti-32GPI (94). Le TFPI participe
aussi a 'amplification du phénotype procoagulant dans le SAPL. Le TFPI oriente les monocytes vers

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

1.2.2.2. Inhibition de la protéine C activée
Le contrble de la cascade de coagulation passe principalement par ’AT, inhibant tous les facteurs de
la coagulation. La PCa intervient en inhibant les deux cofacteurs amplifiant la coagulation : les facteurs
Va et Vllla. L’hypothése d’'une RPCa dans le SAPL a été confirmée (96) notamment a l'aide des tests
de génération de thrombine ou il a été démontré une insensibilité a la protéine C exogene. Les
anticorps ciblant le complexe antiphosphatidylsérine-antiprothrombine ont d’ailleurs une inhibition

majorée de la PCa (97).

1.2.2.3. Inhibition de I'activité de I'annexine A5
Les aPL agissent par ailleurs sur le "bouclier" d’annexine A5 a la surface des cellules. L'annexine A5
est une protéine de liaison phospholipidigue 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 I'activation de la coagulation par l'intermédiaire de phospholipides
anioniques : il limite en partie leur fixation a la surface cellulaire empéchant ainsi le déclenchement de
la coagulation plasmatique. La réduction de I'annexine A5 sur les membranes cellulaires résulte d'un
déplacement concurrentiel des IgG anti-B2GPI et les complexes immuns formés, empéchent 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 systéme de coagulation fortement impliqué au cours du SAPL est celui du TFPI. De
nombreuses données cliniques ont démontré une diminution de TFPI circulant, associée a 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 a 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 a 'action du TFPI (103).
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1.2.2.5. Inhibition de la fibrinolyse
Plusieurs études se sont intéressées a 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

évenement 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 plasminogene, et peut interférer dans la dégradation de la fibrine,
entrainant 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 B2GPI peut également réguler la fibrinolyse par des interactions directes avec le
plasminogéne. Le domaine 5 de 32GPI peut étre clivé de maniére protéolytique par la plasmine pour
créer un B2GPI "entaillé", qui a une affinité plus faible pour les phospholipides anioniques que le 2GPI
intact (108). De plus, des niveaux accrus de TAFI et de TAFla chez les patients atteints de SAPL ont
été rapportés et sont corrélés a une hyperexpression du C5a (109). Cette augmentation est associée

a 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 B2GPI engage les récepteurs transmembranaires, le récepteur 2 de
I'apolipoprotéine E (apoER2 ; LRP8). La délétion globale de I'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 rdle critique dans la morbidité obstétricale ou les thromboses induites par les aPL
dans les modéles murins de SAPL. Le transfert passif d'lgG de patients atteints de SAPL entraine une
perte foetale chez les souris enceintes (114). Les souris déficientes en C3 sont naturellement
résistantes a la perte foetale 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 protege contre la perte foetale 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 aprés I'événement
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thrombotique (117). L’hyperactivation du complément est retrouvée dans la théorie du “two hit trigger”,
a savoir une atteinte endothéliale associée a une hypercoagulabilité secondaire a une autoimmunité
(118). Un désequilibre entre l'activation du complément et sa régulation a la surface de la paroi
vasculaire est a 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 lI'inhibition de la voie terminale commune du complément par I'éculizumab.
Une réponse a été observée dans une série de patients atteints d’un le syndrome catastrophique des
antiphospholipides réfractaire (119). Cing des patients ont survécu. Cette étude préliminaire a
cependant un biais qui est une initiation tardive du traitement (aprés anticoagulation curative,
glucocorticoides, 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
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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 a haut risque (triple positivité), il est recommandé d’introduire une faible
dose d’aspirine au long cours (121). Les recommandations actuelles sont un contrdle des facteurs de
risque cardiovasculaires et une thromboprophylaxie lors des situations a 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 a un risque majore
d’hémorragie sans diminuer le risque de récidive de thrombose (123,124). La durée de
I'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 parametres (Tableau 3). Le score GAPSS,
qui définit les patients a fort risque thrombotique quand le score est supérieur a 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).

Paramétre Coefficient
Hyperlipidémie 3
Hypertension artérielle 1
ACL IgG/IgM 5
IgG/IgM anti-B2GPI 4
Anti phosphatidylsérine/prothrombine IgG/IgM 3
ACC 4
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Tableau 3. Critére score GAPSS

1.3.2. SAPL obstétrical
Le SAPL étant régulierement associé au LES et étant une maladie auto immune, les premiers essais

de traitement reposaient sur I'administration de corticoides 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 a 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 I'héparine a la prednisone, les deux
associés a de faible dose d’aspirine, a démontré qu’il n’y avait pas de différence significative entre les
deux molécules (75% de grossesse a terme), mais il y avait moins d’effets indésirables et de morbidité
associés pour la mére et le foetus a lutilisation de I'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 synthése. Historiquement, elle a été

utilisée comme immunomodulateur dans le lupus cutanée depuis 1956 (135). Depuis, 'HCQ est
devenue un traitement de référence du lupus érythémateux systémique. L'intérét qu’il suscite dans le
SAPL est plus récent et fait suite au constat que 'HCQ sembilait réduire le risque de thromboses
veineuses chez les malades atteints de lupus associé a des aPL (136,137). Dans le SAPL obstétrical,
I'association HCQ avec I'héparine et aspirine faible dose permet une diminution des pertes foetales de

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

L’HCQ, de par ses propriétés immunomodulatrices et anti-inflammatoires, entraine une diminution du
taux d’IL1, du récepteur soluble de I'lL8 et du récepteur soluble de I'lL2, ainsi qu’'une diminution
d’activation des TLR (140). En effet, cette molécule est une base faible qui s’accumule dans les
lysosomes. Or I'acidification lysosomale est un pré-requis indispensable a I'activation de ces TLR.
L’HCQ peut aussi avoir pour propriété de diminuer le LDL cholestérol et d’augmenter le HDL, ce qui
participe a une diminution du risque athéromateux (141). L'HCQ diminue l'affinité des aPL a la B-2GPI
(142) ainsi que le titre des aPL (143). Plusieurs études in vitro ont montré une diminution de la
production de cytokines pro inflammatoires (TNFa, IL6, IFNa) ainsi qu’une diminution de I'expression
d’'IRAK4 et IRF7 secondaire a une inhibition de I'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 agé (145). La FPI est souvent mal diagnostiquée et le traitement par immunosuppresseur n’est
pas spécifique. Elle est associée a un taux de mortalité élevé et certains traitements permettent de

ralentir la progression de la maladie.

2.2. Epidémiologie

La prévalence et I'incidence de la FPI sont en augmentation. L'incidence de la FPI semble étre plus
élevée en Amérique du Nord et en Europe (3 a 9 cas pour 100 000 personnes-années) qu'en Ameérique
du Sud et en Asie de I'Est (moins de 4 cas pour 100 000 personnes-années) (146). Aux Etats-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 a I'hdpital et de décés dus a la FPI est probablement secondaire
aux comorbidités des patients (148). L'age avanceé 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 séche jusqu'a 5 ans avant que la maladie pulmonaire interstitielle ne soit
diagnostiguée (150). Une reconnaissance précoce et un diagnostic précis sont susceptibles
d'améliorer les résultats en évitant les thérapies potentiellement dangereuses (les glucocorticoides
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 mediane de 3,8 ans chez les adultes de 65 ans
ou plus (147). De nombreux patients décedent d'une insuffisance respiratoire hypoxémique
progressive et chronique (154). Chaque année, environ 10 a 20 % des patients atteints de la FPI
présentent une exacerbation aigué, caractérisée par une insuffisance respiratoire hypoxémique
aggravée. Les exacerbations peuvent étre déclenchées par un événement clinique (une infection,

secondaire a un médicament) mais sont souvent idiopathiques (155). La plupart des patients souffrant
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d'une exacerbation aigué décedent d'une insuffisance respiratoire aigué. Le seul traitement en phase
aiguie sont les glucocorticoides, avec une faible réponse, et le recours a la ventilation mécanique n’est

pas recommandeé (145).

2.2.1. Emphyséme
Soixante-dix a 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 emphyseme
pulmonaire concomitant (157), dont 8 a 27 % avec au moins 10% d’emphyséme pulmonaire (158). Le
syndrome de fibrose pulmonaire et d’emphyséme 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 oxygéne (157,159). Les caractéristiques physiologiques respiratoires
refletent I'impact opposé de la fibrose parenchymateuse et de la destruction parenchymateuse sur le
débit d’air et les volumes pulmonaires, ainsi que I'impact additif sur 'échange gazeux. Une prévalence
accrue de I'hypertension pulmonaire a également été démontrée chez ces patients (160). Certaines

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

2.2.2. Cancer du poumon
Comparé a celui de la population générale, le risque de développer un cancer du poumon chez les
personnes atteintes de FPI est presque cing fois plus élevé, avec 3 a 22 % des patients touchés et
une incidence estimée a 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. Evenement thrombo-embolique
Des analyses longitudinales de patients atteints de FPI suggérent que le risque de maladie thrombo-
embolique veineux (MTEV) est 3 a 6 fois plus élevé chez les patients atteints de FPI que chez les
sujets témoins, avec un nombre estimé de 6 a 9 nouveaux événements pour 1 000 années-personnes
(164,165). L’embolie pulmonaire doit étre suspectée chez les patients présentant une aggravation
clinigue aigué ou subaigué, car cela indique souvent une exacerbation aigué (155). Les
recommandations sont un traitement court, car il a été démontré que le traitement par la warfarine

augmentait le risque de déces 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 I'age, 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 a 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 a des lésions épithéliales récurrentes, associé a un vieillissement
épithélial accéléré, entrainant une réparation aberrante de l'alvéole Iésée et le dépbt de fibrose
interstitielle par les myofibroblastes. La sénescence des cellules épithéliales alvéolaires et des
fibroblastes semble étre un phénotype central qui favorise la fibrose pulmonaire (169). Le
raccourcissement des télomeéres, les Iésions oxydatives et le stress du réticulum endoplasmique
entrainent une diminution de la prolifération des cellules épithéliales alvéolaires et de la sécrétion des
meédiateurs profibrotiques (169,170). Les variations des genes de la desmoplaquine, la protéine
d’ancrage A-kinase 13, I'alpha catenine 1 et la dipeptyle peptidase 9 conférent une prédisposition a
'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 entraine des altérations du microbiome
pulmonaire et des réponses immunitaires innées qui favorisent la FPI (175). Le Transforming Growth
Factor Beta (TGF-) est largement impliqué dans la FPI et est surexprimé dans la plupart des maladies
fibrotigues (176). La surexpression prolongée de TGF-B supprime linflammation et favorise la
fibrogenese en augmentant la migration et la prolifération des fibroblastes, en activant la différenciation
des fibroblastes en myofibroblastes et en stimulant la synthese des myofibroblastes et le dépét de
protéines de la matrice extracellulaire (177). L'hyperactivation du récepteur TGF-B 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
((P13-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 fibrogénése au cours de la FPI participe aussi a 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 I'angiogenése (182). Les progéniteurs de patients
atteints de FPI ont une senescence augmentée(183). Les cellules endothéliales ont été décrites
comme contribuant a la fiborogénéese en favorisant la transition des fibroblastes aux myofibroblastes
(184). En paralléle, des microvésicules d’origines endothéliales et plaquettaires sont associées a une
forme plus avancée de la maladie (185). Ces microvésicules endothéliales augmente la migration des
fibroblastes de patients sains, diminuant I'activité fibrinolytique endothéliale (185). Les PEC secretent
de I'lL-8, participant a l'infiltration pulmonaire par les neutrophiles dans les stades avancés de FPI
(183). Les neutrophiles dérégulent la production de métalloprotéises, ayant un réle dans la fibrogénese
(186).

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

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

2.4. Hypercoaqulabilité 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 I'activation des récepteurs de
surface cellulaire activés par la protéase. En effet, le FVlla 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 collagéne par la matrice extra cellulaire (192). Sur un modéle murin de FPI, les souris surexprimant
la PCa endogene sont protégées de la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine, avec diminution
de concentration en hydroxyproline et de TGF-1. Initialement, des macrophages vont produire des
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cytokines profibrotiques, activant les fibroblastes. Le recrutement des macrophages, secondaire aux
Iésions épithéliales, est diminué dans le poumon des souris exprimant la PCa (193).

Chez les patients atteints de FPI, des phénomenes 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 a la sévérité de la maladie chez les patients atteints d’'une maladie
grave et progressive (194). En parallele de I'activation de la coagulation, le liqguide de lavage
bronchoalvéolaire des patients atteints de FPI exprime des niveaux accrus de PAI-1 (194). Le
plasminogéne naturellement présent, clive la fibrine formée (195). Une augmentation de concentration
en inhibiteur du plasminogéne est retrouvée chez les patients atteints de FPI. Cette augmentation est
corrélée avec le dép6t de collagéne 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 plasmatigue plus importante en D-dimeres chez ceux qui décédaient (197). Les D-

dimeres reflétent a la fois I'activation de la coagulation et la fibrinolyse.

T Trem
.
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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'oxygene réduit la dyspnée a l'effort et améliore la tolérance a l'effort (199). Les

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

oxyhémoglobine est inférieure a 88%, a l'effort ou pendant le sommeil.
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2.5.1.2. Réhabilitation pulmonaire
La réadaptation pulmonaire permet chez les patients atteints d'une maladie pulmonaire avanceée,

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 recoit 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 aprés la transplantation et seuls 53 % survivent plus
de 5 ans (201). Les complications les plus courantes sont le dysfonctionnement primaire du greffon,
les formes aigués et chroniques de rejet de l'allogreffe, les infections a 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 a tyrosine kinase, le nintedanib interfére avec
un certain nombre de processus qui ont été impliqués dans la pathogenese de la FPI, notamment la
prolifération et la migration des fibroblastes pulmonaires, et la différenciation des fibroblastes en
myofibroblastes. Deux essais paralleles de phase 3, d'une durée de 52 semaines, ont montré de facon
constante que le traitement par le nintedanib, comparé au placebo, était associé a 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 a la baisse des
principaux facteurs de croissance pro-fibrotiques, dont le TGF-B ; linhibition des cytokines
inflammatoires (par exemple TNF-a), et la réduction de la peroxydation des lipides et du stress
oxydatif ; mais aussi des effets anti-oxydants par la régulation a la baisse des principaux facteurs de
croissance pro-fibrotiques, dont le TGF-B ; l'inhibition des cytokines inflammatoires (par exemple
facteur de nécrose tumorale - a), et la réduction de la peroxydation des lipides et du stress oxydatif
(205). Une méta-analyse réalisée a partir d'essais cliniques sur la FPI a montré que le traitement a la

pirfenidone est associé a 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 a un stade avanceé 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 I'adénylate cyclase, entrainant 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 Smad1l/5, ce qui suggére un dialogue croisé avec la signalisation TGF- (209).
Le tréprostinil inhibe les effets pro-fibrotiques du PDGF-BB et du TGF-B1 sur les fibroblastes

pulmonaires humains primaires (210).

3. Infection a 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 aigle, allant de la forme pauci-symptomatique au syndrome de
détresse respiratoire aiglie, associée a 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 déceés
dans 5 % des cas (211).

3.1. Physiopathologie
Le SARS-CoV-2 induit un stress inflammatoire produisant des cytokines, dont I'lL-6, IL-1 ou TNF-a

sont susceptibles d’inactiver la protéine ADAMTS-13. Cette protéine est impliquée dans la régulation
de la taille des multiméres de facteur Willebrand et leur permet d’avoir une taille adaptée a une
coagulation normale. Son déficit conduit a un état pro-coagulant. Ainsi la pathologie a 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-dimeéres plus élevés que la normale, suggérant un état pro-thrombotique sans que la cause
ne soit identifiée (212). Cette augmentation des D-diméres au cours de la maladie COVID-19 est elle-

méme associée a une surmortalité (213).

3.1.1. Endothélium et COVID-19
La protéine Spike des coronavirus est le médiateur de I'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 héte, qui facilite la fixation du virus a la surface des cellules cibles. Le SRAS-CoV-2 engage
'enzyme de conversion de l'angiotensine 2 comme récepteur primaire (214). L’'état hyper-
inflammatoire et pro-coagulant caractéristigue de la COVID-19 implique un rdle critique de
I'endothélium, a la fois comme effecteur contribuant a l'inflammation et a la thrombose, et comme
organe cible, dont le dysfonctionnement peut contribuer & 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 diabéte, l'obésité, la dyslipidémie, le tabagisme et 'dage avance,
peuvent induire un dysfonctionnement de la CE. Ces différents facteurs de risque ont été retrouves
chez les patients développant une forme sévere 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
I'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 a I'affection a SARS-CoV-2 et reflete le dysfonctionnement de la
CE. en effet, cet état favorise le développement de thrombose entrainant I'exposition du matériel sous-
endothélial, qui va amplifier 'agrégation plaquettaire, I'activation de la thrombine et la production de
fibrine (222). En revanche, chez les 24 patients de I'étude de Panigada et al., développement d’une
CIVD n’était pas associé a un mauvais pronostic (223). Dans ce contexte inflammatoire, les CE
expriment a 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 plaguettaires, 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 I'hyperactivation des plaquettes, majorant le syndrome

de détresse respiratoire aigle et I'insuffisance rénale aigue (225,226).

3.1.2. Réponse immunitaire et atteinte tissulaire
Les leucocytes jouent un rdle important dans la pathogenese du SRAS-CoV-2. L'examen histologique

de cas graves d’infection a 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 a des cytokines pro-inflammatoires,
qui induisent la production des molécules d'adhésion et des chimiokines, entrainant le recrutement de
leucocytes et l'inflammation (228). Ce processus peut également entrainer la mort de la CE, qui
contribue a augmenter la permeéabilité vasculaire et a endommager les organes. L'endothélium peut
constituer une source importante de cytokines pro-inflammatoires, par exemple I'lL1 et I'lL-6, qui

caractérisent la tempéte 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, I'augmentation de
I'inflammation dépendante des anticorps joue un réle dans l'activation et la pathologie de la CE. Ce
phénomene est démontré dans des modeles expérimentaux d'infection par le SRAS (232). Il est a
noter que les résultats de '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 premiéres études sur la COVID-19 ont décrit une I'élévation des D-diméres et des produits de

dégradation de la fibrine. Il a été démontré que les niveaux de D-diméres > 1000 pg/L étaient associés
a une mortalité hospitaliere augmentée au cours de la COVID-19 (234) . Les premieres publications
au début de I'épidémie en Chine faisaient état de 25% d’événements thromboemboliques chez les
patients admis en unités de soins intensifs au cours de linfection (235). La mise en place d’'une
anticoagulation préventive n’était pas encore recommandée a I'époque. Il a été décrit des
concentrations plasmatiques de D-diméres 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 évenements thromboemboliques veineux était de 27 (15 % du total), malgré une
thromboprophylaxie (237,238). Lors du suivi de ces patients, 40 événements supplémentaires ont été
décrits. Il faut noter que les patients avaient souvent une thrombose veineuse asymptomatique, malgré
I'anticoagulation. En effet, une étude a rapporté un taux global d’événements 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 a 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 seérie plus importante en ltalie, 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 premiéres 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 déceés des patients. Les scores pré existant d’aggravation d’'une pneumonie A-DROP et , CURB-65
ont déja été évalués (242). La plupart des scores associe I'age (243), les comorbidités (244), les
anomalies radiologiques, la saturation en oxygene (218).

Parmi les critéres biologiques, la CRP, l'urée, la procalcitonine (245), mais aussi la lyse cellulaire par
mesure de la lactate déshydrogénase semblent étre les plus pertinents. Parmi toutes ces études, peu
se sont intéressées aux criteres hématologiques et au risque de transfert dans une unité de soins

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

llI- Le test de génération de thrombine

La thrombine est '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 endogéne et exogene de la coagulation, mais ces tests sont mis
en défaut car la réaction s’arréte 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
'apparition du TQ et du TCA pour évaluer les maladies hémorragiques (246). L’évolution technologique
et de meilleures connaissances de la coagulation ont contribué a faire renaitre cette technique.
L’équipe de Hemker a contribué a 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 (FTxPL), soit d’'une quantité fixe de
calibrateur. La réaction commence lorsque I'automate distribue un mélange de calcium et de substrat
fluorescent (Figure 12). Le substrat spécifique, I'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 paramétres pouvant modifier les résultats :

e La présence d'un complexe azmacroglobuline-thrombine. Ce complexe ajouté en
quantité connue permet de palier a I'action de I'a2macroglobuline (a2M) présente dans
le plasma du patient et permet ainsi de déduire la part non physiologique de thrombine
liee a 'on2M et également, de corriger les effets de consommation du substrat et de filtre
interne

e La présence d’AT et d’héparine, empéchant la coagulation
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e La consommation de substrat, les variations de « qualité » du plasma (ictére,

lactescence) et 'usure de la lampe.
o Libération de Gly-Gly-Arg-AMC
Distribution de

Flucat uantification de fluorescence
Plasmaz*PCa a

o — » > I I
W ww Début de réaction vv
¢ PPP reagent
¢ thrombin calibrator

Figure 12. Méthodologie de la génération de thrombine

2. Mesure et correction du logiciel

2.1. Correction de I’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 étre
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 aprés correction de l'effet filtre et la
consommation de substrat. L’activité a2M/thrombine est toujours présente. Elle représente la

fluorescence par minute.

2.3. Correction de I'activité a2M/thrombine

La thrombine forme physiologiquement un complexe avec son inhibiteur principal, 'AT. Une partie de
la thrombine générée se lie a 'a2M et possede la capacité de continuer a 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 a2M-thrombine et en la soustrayant a I'activité
thrombine+ a2M-thrombine.
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Figure 13. Parametres du thrombinogramme

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

avec plusieurs parametres pour le définir (Figure 13)

Temps de latence, exprimé en minutes. Il correspond a 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 a atteindre la
concentration maximale de thrombine

Potentiel endogéne 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 a partir de la
Pic
Temps au pic—temps de latence

formule=

et représente la cinétique de formation de

thrombine

Ces différents parameétres 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'intérét 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 multicentriqgue, a 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, I'utilisation d’'un tube Monovette© diminue les différents parameétres
mesurés comparé a un tube Vacutainer©. Cette différence est due a 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 prélévement. 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

exogene ou étudier des prélevements de patients traités par anticoagulants.
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3.3. La concentration en PL

La présence de PL estindispensable a la réalisation du TGT. Les PL peuvent étre 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, I'ajout de PL synthétiques ou des microvésicules
plaquettaires est indispensable. Selon Gerotziafas et al, une concentration égale ou supérieure a 4 uM
de PL synthétiques permettrait d’obtenir un effet seuil et une reproductibilité des résultats (250). Des
concentrations plus faibles en PL diminuent tous les parameétres du thrombinogramme ; I'apport en PL

étant indispensable a I'action des facteurs vitamine K dépendants.

3.4. Evaluation de la RPCa

Le TGT permet aussi d'évaluer de facon dynamique les processus inhibiteurs de la coagulation.
L'adjonction de TM ou de PCa a 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 I'action de la PCa, par absence de paroi vasculaire dans le milieu réactionnel ou

est fixé la TM qui est indispensable a I'activation de la PC.

IV-TGT et dysfonction endotheliale

1. Modéle clinique d’évaluation de la dysfonction endothéliale par le TGT

1.1. Facteurs derisque de thrombose et TGT

1.1.1. Thrombose veineuse

1.1.1.1. Vieillissement
L'incidence de la maladie thromboembolique veineuse (MTEV) augmente avec I'age. L'augmentation

de la génération de thrombine est également observée avec I'age (251). Dans une étude réalisée

chez les personnes agées, l'augmentation du temps de latence a été associée a 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 fibrinogéne et de 'ETP chez les enfants

en surpoids (254). L'ETP était corrélée a I'lMC, mais pas au syndrome métabolique (MetS). La relation
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entre I'IMC et '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 a la
guantification de microveésicules (MV). La sévérité de I'obésité était corrélée avec la génération de
thrombine et les MV procoagulantes (MV plaquettaires, MV endothéliales). Les mémes résultats ont
été démontrés dans I'étude Sonnevi (256) avec une corrélation de I'ETP et de I'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 I'étude de Campello, 1 et 10 pM
de FT dans I'étude de Sonnevi). De plus, la génération de thrombine était augmentée avec les

antécédents de thrombose dans I'étude Sonnevi.

Inversement, I'impact de la perte de poids a été évalué dans I'étude de Ay et al.(257). Une diminution
des parametres pro-coagulants (FT, PAI-1, ETP) et de linsulinorésistance aprés 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 apres bypass (258).
Dans une étude basée sur la Gutenberg study, une augmentation de 'ETP est associée a I'obésité, et
une augmentation de la mortalité est associée au temps de latence (HR=1,46, [95% CI : 1,07 ; 2,00])
eta ’'ETP ( (HR=1,50, [95% CI : 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 I'étude de Cate Hoek et al. (260) et dans une I'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 réle de la génération de thrombine pour évaluer le risque de récidive
thrombotique. La premiere, menée par Hron et al., a démontré un risque de récidive si le pic de
thrombine était supérieur a 400 nM. Apres quatre ans, le risque était de 6,5 % si le pic était inférieur a
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 parametres du TGT (263,264) et la deuxieme étude a montré un risque de
développer un premier évenement thrombotique si le TGT était augmenté mais aussi que les D-
dimeres 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 a 4 ans
si le premier événement n'était pas provoque (265). Sonnevi et al. sont parvenus a la méme 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 I'ETP et les D-diméres apres l'arrét de
I'anticoagulation (267). Apreés ajustement avec les D-diméres, I'age et le sexe, le risque de récidive
restait plus élevé en cas d'augmentation de 'ETP [HR : 1,6 (95% CI ; 1,01-2,4)]. La derniére étude de
Chaireti et al. apportait des résultats contradictoires par rapport a Hron. Un faible pic apres l'arrét de
l'anticoagulation était associé a 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 Diabéte
Les patients diabétiques avaient également un profil de TGT modifié selon Kim et al. (269). Une
augmentation de I'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 diabéte de type 2 et un ETP plus élevé

en relation. Aucune étude n'a été réalisée sur I'nypertension 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 a I'angor stable (271). D'autres études
ont confirmé l'augmentation du TGT a la phase aigué du SCA (272,273). Smid a mené deux études
sur l'infactus myocardique, l'une immédiatement apres un SCA (274), l'autre apres 3 a 9 mois (275).
L'ETP et le pic sont restés plus élevés pendant 6 mois apres le SCA, mais n'ont pas permis de prédire
le risque de récidive artériel (274). Les résultats ont été confirmés dans une deuxieme 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 facon surprenante, deux études ont
décrit une augmentation des déces par accidents cardiovasculaires (276) ou des événements
thrombotiques apres une angioplastie (277) associée a des parametres de TGT plus faible. Hansen et
al., ont également démontré une diminution des événements thrombotiques associés a 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 a 4°C. La basse

température induit une activation de I'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'intérét 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 a un risque d'accident vasculaire cérébral
ischémique aigu, qui était plus élevé chez les femmes (280). Cependant, 'hnémorragie intra-plaque
n'était pas associée a 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 événement
vasculaire de type thrombotique et/ou une morbidité obstétricale. La physiopathologie du SAPL suit la
théorie du “two hit trigger”, c'est-a-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 a 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 a des patients porteurs sains d’un lupus anticoagulant sans événement
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 '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 a leur mécanisme d’action. Les AVK diminuent la synthése 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 a la prédiction de thrombose dans ce contexte. La
premiére a montré que le TGT n'était pas optimal pour prédire la thrombose: I'association d’'une
persistance d'aPL et d'une RPCa avait une sensibilit¢ de 0,72 et une spécificité de 0,62 comme

marqueurs predictifs. Les criteres 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 | de la B2-glycoproteine | et une RPCa mesurée par le TGT (HR, 3.90 [95%
Cl, 1.33-11.46], p= 0.01 ; HR, 4.98 [95% ClI, 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-dimeres élevés ont été décrits comme
étant associés a la sérite lupique(287). Une étude des mémes auteurs a aussi décrit une association
entre D-diméres et activité de la maladie (288). lls nécessitaient cependant d’étre associés a la mesure
du C4 pour un meilleur pouvoir discriminatoire. Le TGT a été étudié dans quelques travaux qui se sont
intéressés au LES. Une premiéere étude a démontré une augmentation de génération de thrombine
associée a une hypercoagulabilité et une présence de phospholipides plaquettaires(289). Cette
augmentation n’était pas corrélée a I'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-dimeres étaient augmentés non significative et les F1+2 étaient
diminués par rapport au groupe contréle. A noter que la RPCa n’était pas associée a un SAPL
secondaire. Deux études contradictoires se sont intéressées au TGT comme marqueur éventuel
d’activité de la maladie. La premiere, 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 contréle, et le reste des parameétres du TGT équivalents (291). La seconde a inclus
60 patients et a dichotomisée les patients a faible activité de maladie (SLEDAI<4, N=30) et ceux a
activitt modérée (SLEDAI>4, N=30). Dans cette étude, les différents parametres du TGT sont
augmentés dans les 2 groupes par rapport au groupe contréle et 'TETP est augmenté dans le groupe
a activité modéré vs faible activité de LES (292). Les D-diméres étaient aussi augmentés dans le
groupe SLEDAI>4, mais n’était cependant pas corrélés a l'activité de la maladie. La différence de
résultats entre les 2 études découle des criteres d’'inclusion des patients et de la méthodologie utilisée
pour effectuer le TGT, la seconde utilisant une concentration plus faible de FT, plus adaptée a
I'évaluation globale de la coagulation et a l'atteinte vasculaire (249). Les différentes études ont

évaluées la génération de thrombine avec du PPP.

1.2.3. TGT et polyarthrite rhumatoide
Il est décrit un risque accru de morbidité et de mortalité cardiovasculaires dans la polyarthrite
rhumatoide (293). Dans cette maladie inflammatoire, les marqueurs d’activation de la coagulation (D-
diméres, F1+2) sont associés a I'inflammation et diminuent aprés une prise en charge thérapeutique

(294). Une étude s’est intéressée a I'impact de la ménopause sur la génération de thrombine dans la
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PR. Cette étude a comparé 14 patients contréles, 34 patientes contréles 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 contréle des femmes non ménopausées par rapport aux autres groupes (295).
Deux études se sont intéressées aussi au TGT comme marqueur éventuel de 'activité de la maladie.
Dans la premiere étude, '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): '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 I'ancienneté de la maladie, I'age ou la C —réactive protéine, mais dépendante de 'augmentation du
facteur VIl et du tissue factor pathway inhibitor. Le facteur VIII et le tissue factor pathway inhibitor sont
des protéines qui augmentent lors de I'inflammation, ce qui peut expliquer leur impact sur le TGT chez
les patients ayant une maladie active. Il est a noter qu’aucune étude ne s’est intéressée a 'impact du
traitement de la PR sur I'hypercoagulabilité. Les différentes études ont évaluées la génération de

thrombine avec du PPP.

1.2.4. TGT et vascularites

La maladie de Behget (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 I'activité de la maladie et le TGT. Dans la premiére, 'ETP et la vélocité étaient augmentés
dans le groupe maladie de Behcet en comparaison au groupe contréle, mais sans corrélation avec
lactivité de la maladie (299). Les D-diméres n’étaient pas différents du groupe contrdle. 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 premiére, il s’agissait de patients avec une maladie active comparés a des sujets
contrdles, alors que dans la seconde, tous les sujets étaient des patients porteurs de BD et la
comparaison se faisait sur le caractére actif ou pas de la maladie. D’autres auteurs se sont intéressés
a la BD sous traitement anticoagulant pour thrombose (301). Les BD avec antécédent de thrombose
avaient un ETP augmenté par rapport a ceux sans antécédent thrombotique. Sous traitement par AVK,
les patients BD avaient une génération de thrombine équivalente a celle de patients sous AVK pour
fibrillation auriculaire donc sans contexte d’hypercoagulabilité.

Il a été démontré dans les vascularites a ANCA une persistance de 'augmentation de I'ETP apres
diagnostic, quel que soit le traitement utilisé (corticoide, azathioprine, methotrexate) (302). Les D

Dimeéres n’étaient pas différents du groupe contréle 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 a un défaut de
fibrinolyse chez les patients en comparaison au groupe contrble, sans étre corrélée a 'activité de la
maladie ou au traitement des patients (303).

Une étude dans la maladie de Kawasaki a démontré une augmentation de 'ETP avant traitement et
une diminution a 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 étre associée a 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 a une RPCa. Il faut noter
que tous les patients ont été traités par corticoides, 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 these étaient d’évaluer I'intérét du test de génération de thrombine dans
différents modeles de dysfonction endothéliale :
o Le premier modéle auquel nous nous sommes intéressés est un modele de dysfonction
endothéliale subaigué : le SAPL. Pour ce modéle trois études ont été menées :
= |e développement d'un modele cellulaire de SAPL et [I'évaluation de
'hypercoagulabilité sur ce modeéle cellulaire grace au test de génération de
thrombine
= L’évaluation, par le TGT de la réponse a différents traitements pharmacologiques
(hydroxychloroquine, traitement restaurant le glycocalyx) dans un modéle
cellulaire et un modéle murin de SAPL.
= |’évaluation grace au TGT de I'état d’hypercoagulabilité chez des patients atteints
de différents types de SAPL.
o Il nous a ensuite sembler intéressant de comparer l'intérét du TGT chez des patients
ayant une dysfonction endothéliale différente en choisissant
* Un modele de dysfonction endothéliale chronique : la fibrose pulmonaire
idiopathique et la réponse aux différents traitements de cette maladie.

= Un modele de dysfonction endothéliale aigué : l'infection a SARS-CoV-2.
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PARTIE EXPERIMENTALE
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|.  Modéles cellulaire et animal de dysfonction endothéliale

1. Modéles 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 ug/ml de streptomycine (P4333, Sigma Aldrich, France) a 37°C en atmosphére humide
avec 5% de CO2. Les cellules adhésives ont été cultivées dans des flacons de culture de 75 cm2. A
90 % de confluence, les cellules étaient incubées avec de la trypsine pendant 5 minutes a 37°C, puis
une solution saline tamponnée au phosphate de Dulbecco (PBS) + 5% de sérum de veau foetal SVF
ont été ajoutés pour neutraliser la trypsine. Les suspensions de cellules ont été centrifugées pendant
5 minutes a 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 a 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 a une densité
de 5000 cellules/puits dans le milieu EGM-2 et incubées avec différentes concentrations d’aPL (100
pg/ml, 250 pug/ml, 500 ug/ml) sans ou avec HCQ (1 pg/ml), ou un contrdle négatif (IgG non spécifiques
(IlgG NS) ; 100, 500 pg/ml) (282) pendant 4 heures sur 37°.

Pour évaluer I'impact d’'une modulation du glycocalyx sur les HAEC, les cellules ont été remises en

suspension a une densité de 5000 cellules/puits dans le milieu et incubées avec I'aPL (100 pg/ml)

1.1.3. Test de génération de thrombine sur HAEC
Les cellules ont été cultivées dans des plaques de 96 puits, a une densité cellulaire de 5000
cellules/puits, & 37°C en atmosphére humide avec 5% de CO2. A 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
ul de PPP a été ajouté a chaque puit. La génération de thrombine a été initiée avec 1 pM ou 5 pM FT
et 4 uM de PL. La génération de thrombine a été effectuée le méme jour pour chaque condition, afin

de réduire la variation de la production de thrombine due aux variations de confluence.

1.1.4. Etude de I'expression de la thrombomoduline et ePCR par cytometrie
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La guantification 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 cytométre en flux

(Naevios, beckman coulter).

1.2. Endothelial colony-forming cells
1.2.1. Isolement et culture ’ECFC

Le sang de cordon ombilical humain (CB) a été obtenu de I'Unité de thérapie cellulaire de I'Hopital
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 :

e Les tubes héparinés étaient décantés dans un falcon contenant de I'histopaque

e Le falcon était centrifugé a 1200 g sans frein pendant 20 min

e Le plasma était éliminé

e L’anneau de cellules mononucléées etait repris dans 50 ml de PBS+EDTA a 2mM

e Le falcon était centrifugé 400 g pendant 10 min

e Le surnageant était éliminé, le culot cellulaire était repris dans 25 ml de PBS+EDTA &2 mM

e Le falcon était centrifugé 300 g pendant 10 min

e La densité cellulaire était calculée par un automate XN (Sysmex)

e Le falcon était centrifugé 200 g pendant 10 min

e Le culot était repris pour obtenir 5. 108 par puits dans 'EGM-2+ 10% de SVF (Lonza, Etats-
Unis)

e Les ECFC ont été déposées sur des plagues recouvertes de fibronectine (Merck, Allemagne)

en utilisant 'TEGM-2+10%SVF et utilisée entre les passages 3 a 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 a la TGT (1500 cellules/puits). Aprées 3
jours, le milieu de culture a été retiré et 80 ul 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, Asnieres 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 'epoprostenol (0,1-0,3-0,5 pg/ml)

1.2.3. Etude de la prolifération cellulaire par différents traitements

1.2.3.1.  Quantification par comptage cellulaire

Les ECFC ont étaient ensemenceés et le comptage a été réalisé de la facon suivante :

Lavage des puits par du PBS sans Ca?* et Mg?*
Ajout de trypsine et incubation pendant 1 min
Ajout 'EGM-2+10%SVF

Centrifugation 1200 g pendant 5 min

Reprise du culot dans 1 ml

Quantification par comptage manuel en cellule de kova aprés 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 'epoprostenol (0,1-0,3-0,5 pg/ml)

1.2.3.2.  Quantification par mesure de 'activité pNPP

Les ECFC ont étaient ensemences et le comptage a été réalisé de la fagon suivante :

Lavage des puits par du PBS avec Ca?* et Mg?*
Dép6t d’'une solution de 3 mg/ml de pNPP
Incubation 90 min a 37°C

Arrét de la réaction avec de la NaOH 1 N
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e Lecture de la plague a 405 nm

Les ECFC ont été incubés avec :

e De la pirfénidone (0,1-0,3-0,5 mg/ml)
¢ De la nintedanib (100-300 nM)
e Du treprostinil (25-50-100 nM)
e De I'epoprostenol (0,1-0,3-0,5 pg/ml)

2. Modele murin de SAPL

L'unité INSERM U1096 a développé un modele murin de SAPL en utilisant des immunoglobulines (1g)

purifiées a partir de plasma de patients ayant les critéres de classification de Sydney. Les patients ont

exclusivement des anti-B2GPI. Des plasmas de donneurs sains sont utilisés comme controle.

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-B2GPI. 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-B2-GPI-IgG et <105 CU en aCLlI

19G.
: . : Lupus
Patient Clinique aCL Anti-B2-GPI )
anticoagulant
1 AVC 110 599 négatif
2 SCA 90 2753 négatif
3 AVC 105 1056 négatif
4 AVC 0 4020 négatif
Thrombose artére .
5 : 115 658 negatif
rénale
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 I'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 a 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
I'animalerie de la faculté de Médecine Pharmacie de Rouen. Les souris sont injectées soit avec des
lgG purifiées anti-B2GPI (groupe SAPL), soit avec des IgG de donneurs sains (groupe contréle). Les
injections se font a l'aide d'une seringue a Insuline (29 G, Myjector® U-100 INSULIN) par voie

intrapéritonéale. Les souris traitées par HCQ le sont par sonde gastrique de gavage a une dose

12pg/g.

Le prélevement est réalisé dans la veine cave a J+7 apres anesthésie par xylazine a 3,6mg/kg
(Rompum 2%, Bayer, France) et 90mg/kg de kétamine (Imalgene 1000, Merial, France). La seringue

de prélevement contient 3,2 % de citrate trisodique (1/10 volume).

Le sang total est centrifugé 15 minutes a 2250g et le surnageant est centrifugé 15 min a 2250g pour

obtenir le PPP. Le PPP est congelé a -80°C jusqu’a utilisation.

2.4. Test de génération de thrombine sur le modeéle murin de SAPL

La mise au point de la méthode dans le modéle murin de SAPL a nécessité de faire varier les

concentrations en FT et PL (Tableau 15), la quantité de plasma et I'ajout de PCa.
Le protocole de préparation de plaques pour mesure a été le suivant :

- 20ul de mélange FT et PL (PPP reagent, Diagnostica Stago, Asnieres, France) ou 20ul de
calibrant (Thrombin calibrator, Diagnostica Stago, Asnieres, France)

- £10ul PCa a une concentration de 25 nM préparée a partir d'un concentré de PCa a 720 nM

(don de I'Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale, U1116, Nancy, France)
- Ajout de PPP (20ul ou 80ul)

- Distribution de 20pl de FLUCAKit™(FLUCAKit™, Diagnostica Stago, Asniéres, 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 méme plaque.
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La mesure de la résistance a la PCa a été calculée et normalisée par la formule :

(souris ETP +PCa /souris ETP -PCa)
(souris controle ETP +PCa /souris controle ETP-PCa)

nRPCa=

FT (enpM) PL (en uM)
1 4
1.25 1
5 1
S 4

Tableau 5. Différentes concentrations en FT et PL utilisées

Le nombre de souris était de 4 dans le groupe contréle, 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 criteres de classification de
Sydney (SAPL obstétrical ou thrombotique). Un groupe SAPL biologique a été inclus (persistance

d’aPL sans événement 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 gene de la prothrombine), si ils sont sous
traitement anticoagulant. Les D diméres ont été dosés en paralléle pour évaluer I'activation de la

coagulation.

Les prélevements 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 a -80°C

jusqu'a utilisation.
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Une demande de non opposition est effectuée lors des consultations des patients pour nous autoriser
a 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, Asnieres, France). Il s'agit d'un

TCA sensibilisé a la présence d'un anticoagulant lupique.

Les tests de confirmation sont un DRVVT (DRVVT screen, Diagnostica Stago, Asnieres, France) et un
DRVVT de confirmation (DRVVT confirm, Diagnostica Stago, Asniéres, France). La technique de
confirmation contient une quantité plus importante de PL pour mettre en évidence la nature

phospholipide dépendante de I'ACC.

1.1.3. Dosage des anti-B2GPI et ACL
Les anti-B2GPI IgM (EIliA b2-Glycoprotein | IgM, Phadia, Thermo scientific, Villebon sur Yvette, France)
et les anti-B2GPI 1gG (EliA b2-Glycoprotein | IgM, Phadia, Thermo scientific, Villebon sur Yvette,
France) ont été recherchés par méthode ELISA.
Les ACL IgM (QUANTA lite IgM ACA lll, Inova, WERFEN, Le Pré saint Gervais, France) et ACL IgG
(QUANTA lite 1IgG ACA llI, 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 grace au logiciel Thrombinoscope™ software (Thrombinoscope
BV, Maastricht, The Netherlands).

Pour chaque série de patients SAPL, le pool de plasmas témoins a servi de contrbéle 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 :

-20ul de mélange FT et PL (PPP low reagent, Diagnostica Stago, Asnieres, France) ou 20ul de

calibrant (Thrombin calibrator, Diagnostica Stago, Asnieres, France)
- +/-10ul PCa a une concentration de 6,7 nM

-80ul de PPP de patient ou controle passé en duplicate
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- distribution de 20ul 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/m?, 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)
Antécedents 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 a SARS-Cov-2 ont été admis dans une des unités « COVID+ »
du CHU de Rouen. Dans les 24 heures suivant 'admission du patient, une note d’information a été
donnée au patient pour I'informer de I'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 I'étude ont été recueillies a partir du dossier clinique des patients. Elles
correspondaient a celles recueillies au cours de la prise en charge standard du patient.

e Données démographiques (Age, sexe, poids, taille)

e Données biologiques sur le bilan d’admission

e Antécédents médicaux et chirurgicaux

e Traitement pharmacologique a I'entrée et au cours d’hospitalisation

e Présence de comorbidités

e Présence d’antécédents thrombo-emboliques veineux ou de facteurs de risque de maladie

thromboembolique veineuse

e Présence d’antécédents cardio-vasculaires ou de facteurs de risque cardiovasculaires

e Survenue d'un événement thrombo-embolique

e Survenue d’'un événement infectieux

e Survenue d’une complication d’organe

e Survenue d’'un décés

1.3.3. Marqueurs d’hypercoagulabilites étudies
e D dimeres
e Monomeéres de fibrine
e Fragments 1 et 2 de la prothrombine
e Antithrombine
e Test de génération de thrombine

e Facteur Willebrand, Facteur VIl

1.4. Pool témoin

Le pool de plasmas témoins est préparé dans I'Unité d’hémostase a partir de plasmas d'adulte
de sexe masculin et féminin de tout age. Le préléevement 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 a -80°C jusqu'a utilisation.

Un dosage de TP, TCA et fibrinogéne 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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Manuscrit numéro 1

Le premier travail de cette these a consisté en une revue de la littérature sur la thematique : Test de
génération de thrombine et maladies auto-immunes. Les maladies auto-immunes sont régulierement
associées a une atteinte endothéliale, secondaire a 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 I'existence
d’'une hypercoagulabilité, associée a des récidives thrombotiques malgré les traitements
anticoagulants. Il a été démontré, grace 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 a un risque
de récidive thrombotique.

Dans le LES, une RPCa est également retrouvée et I'activité de la maladie est corrélée aux parametres
du TGT (augmentation de 'ETP dans les maladies actives). La maladie de Behcet est une vascularite
qui peut se compliquer d’événement thromboembolique. Il n’existe pas de marqueur biologique
d’activité de la maladie. Dans les 3 études effectuées sur TGT et maladie de Behget, 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’événement
thromboembolique.

Cette revue décrit des biais méthodologiques (absence de standardisation entre les techniques
utilisées) et ouvre la voie a l'utilisation du TGT dans ces différentes maladies pour évaluer la réponse

aux traitements des patients.
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Place du test de génération de thrombine dans les maladies
auto-immunes

Thrombin generation assay in autoimmune disease
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INFO ARTICLE RESUME
Historique de l'article : Le test de génération de thrombine (TGT) évalue l'initiation, la propagation et I'inhibition de la coagula-
Disponible sur Internet le xxx tion. Ce test global permet d'évaluer le risque hémorragique chez les patients hémophiles, mais il peut
aussi étre utilisé pour étudier les états hypercoagulables. L'intérét de ce test serait de dépister le risque
Mots clés : cardiovasculaire, réguliérement associé aux maladies auto-immunes (MAI). Le syndrome des antiphos-
Test de génération de thrombine pholipides (SAPL) a été étudié par cette technique pour prédire le risque thrombotique des patients.

Maladie auto-immune

e Dans les autres maladies auto-immunes sans événement thrombotique, le TGT est retrouvé augmenté,
Hypercoagulabilité

principalement dans la polyarthrite rhumatoide (PR), le lupus érythé mateux systémique et la maladie de
Behcet. Ces résultats dans la PR sont corrélés avec I'activité inflammatoire de la maladie. Dans le lupus
érythémateux systémique et la maladie de Behget, le TGT semble étre le reflet de I'activité de la maladie.
En conclusion, le TGT reste relativement peu utilisé dans I'évaluation clinique des MAI, mais son réle
futur dans le choix de certains traitements potentiellement thrombogénes pourrait devenir important.
Enfin, le lien franc entre coagulation et inflammation, synonyme de maladie active, peut étre appréhendé
par I'utilisation du TGT avec encore certaines limites d'interprétation principalement liées a I'absence de
standardisation.
© 2021 Société Nationale Frangaise de Médecine Interne (SNFMI). Publié par Elsevier Masson SAS.
Tous droits réservés.

SUMMARY

Keywords: Thrombin generation assay (TGA) is a useful tool to evaluate the initiation, propagation and inhibition
Thrombin generation assay of coagulation. TGA is a global test that is used to assess hemorrhagic risk in hemophilia patients, but
Auto immune disease it can also be used to study hypercoagulable states. The interest of TGA is to screen for cardiovascular
Hypercoagulability risk, which is regularly associated with autoimmune disease (AID) such as antiphospholipid syndrome.

Indeed, TGA has been used to evaluate hypercoagulability in patients with antiphospholipid syndrome
treated with rivaroxaban versus warfarin. In other AIDs without thrombotic events, TGA measurement
is elevated, mainly in rheumatoid arthritis (RA), systemic lupus erythematosus and Behget's disease.
These findings in RA are correlated with the inflammatory activity of the disease. In systemic lupus
erythematosus and Behget's disease, TGA appears to reflect disease activity. In conclusion, TGA remains
relatively under used in the clinical evaluation of AID, but it could play a greater role in the evaluation
of certain potentially thrombogenic treatments in AID. Finally, TGA helps measuring AID activity, due to
the clearlink between coagulation and inflammation, despite some limitations of interpretation mainly

due to alack of standardization.
© 2021 Société Nationale Francaise de Médecine Interne (SNFMI). Published by Elsevier Masson SAS.
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1. Introduction

Les lésions tissulaires ou infectieuses induisent une activation
coordonnée de l'inflammation et de I'hémostase [1]. La throm-
bose est une réponse hémostatique exagérée a ces mécanismes de
défense. Un nombre croissant de données indique que certaines
maladies auto-immunes (MAI), telles que le lupus érythémateux
systémique (LES) et la polyarthrite rhumatoide (PR), sont régulées
par des composants du systéme hémostatique [2]. Par ailleurs, des
éveénements thrombotiques peuvent étre associées a ces MAI[3]. La
thrombine est une enzyme clé de la coagulation. La thrombine peut
cliver de nombreux substrats qui ont des fonctions procoagulantes
(activation des facteurs de la coagulation et des plaquettes, inacti-
vation d’A disintegrin and metalloprotease with thrombospondin type
1 repeats 13 [ADAMTS 13]) et anticoagulantes (protéine C activée)
[4]. Elle a des propriétés pro-inflammatoires, par I'activation des
protease activated receptor 1 et 4 [5], et active le complément [6].
Le test de génération de thrombine (TGT) est utilisé pour évaluer
le risque hémorragique chez les hémophiles [7,8], mais peut aussi
étre utilisé pour évaluer le risque thrombotique [9-11] et le risque
derécidive thrombotique [ 12-16]. Nous proposons ici une mise au
point sur I'utilisation du TGT dans les MAL

2. La mesure de la génération de thrombine

Le TGT est une technique fonctionnelle qui permet d'évaluer glo-
balement les trois phases de la coagulation qui se succédent (Fig. 1)
[17]:

¢ I'initiation qui correspond aux premiéeres traces de thrombine
générée ;

® la propagation avec le phénomeéne d'auto-amplifaction de la for-
mation de thrombine ;

¢ I'inhibition avec 'action de I'antithrombine et I'activation de la
protéine C en protéine C activée.

Les résultats sont exprimés sous forme de courbe (Fig. 2). Les
différents parametres mesurés sont le « lagtime » (premiéres traces
de thrombine formée, correspondant a un taux de prothrombine ou
au temps de céphaline plus activateur), le temps de formation du
pic et le pic maximal de thrombine, la quantité totale de thrombine
formée (endogenous thrombin potential [ETP]) et la vitesse de for-
mation de thrombine (vélocité). Cette méthode dynamique a pour
avantage de refléter globalement la cascade de la coagulation ex
vivo. Pour affiner I'évaluation de la coagulation, I'ajout de throm-
bomoduline ou de protéine C activée permet d'étudier la résistance
a la protéine C activée [18,19]. En effet, la présence de thrombo-
moduline, non présente au niveau plasmatique, est indispensable
pour étudier I'activation dela protéine C et son action inhibitrice sur
la coagulation. D’autres marqueurs, mesurés de maniére statique,
peuvent étre mis en défaut par un processus pathologique associé,
comme les fragments 1+2 de la prothrombine (F1+2), polypep-
tides libérés lors de la formation de thrombine, ou les D-dimeres,
trés sensibles mais peu spécifiques [20]. Dans la maladie throm-
boembolique, outre les D-dimeres, il a été démontré que I'élévation
des F1+2 étaient corrélée a la récidive thrombotique aprés arrét
du traitement anticoagulant et sont utiles lors de I'évaluation du
risque thrombotique au cours de la grossesse [21]. De plus, les
D-dimeéres participent a la prédiction de récidives thrombotiques
grace au score HERDOO2 chez la femme [22].

Le TGT souffre cependant d'un défaut de standardisation entre
les études. L'International Society of Thrombosis and Hemostasis
(ISTH) a proposé un protocole standardisé et des recommanda-
tions pour la réalisation du TGT dans les maladies hémorragiques
[23], mais pas dans les états d’hypercoagulabilité. Dargaud etal. ont
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évalué la standardisation de ce test grace a un échantillon de plasma
témoin [24,25]. La conclusion de ces études était qu'un plasma
témoin pouvait étre utilisé pour standardiser et normaliser le test et
ainsi diminuer la variabilité intercentre [26]. Actuellement, le TGT
est utilisé dans la pratique clinique pour évaluer le risque hémor-
ragique chez les hémophiles, et la substitution par les traitements
anti-hémophilique [7]. Il est utilisé dans le domaine de la recherche
pour évaluer le risque thrombotique [10,27], et le risque de récidive
thrombotique [12-16]. Le Tableau 1 reprend les différentes études
du TGT dans les MAL

3. TGT et syndrome des antiphospholipides

Le syndrome des antiphospholipides (SAPL) est un syndrome
clinicobiologique associant la persistance d'anticorps antiphospho-
lipides (aPL) et un événement vasculaire de type thrombotique
et/ou une morbidité obstétricale [28]. La physiopathologie du
SAPL suit la théorie du « two hit trigger », c’est-a-dire la présence
d’anticorps antiphospholipides et une agression aigue (infec-
tion, cancer, etc.) provoquent une dysfonction endothéliale. Notre
équipe a montré que, secondairement, I'atteinte endothéliale induit
un état d’hypercoagulabilité [29] et une résistance a la protéine C
activée (RPCa), démontrée au niveau cellulaire [30] et au niveau
plasmatique parTGT|[31]. Cette RPCa est retrouvée chezles patients
porteurs d'un SAPL thrombotique avec persistance d'un anticoagu-
lant circulant en comparaison a des patients porteurs sains d'un
anticoagulant circulant sans événement clinique [32]. Dans une
étude comparant 50 patients SAPLsous anticoagulant et 50 patients
anticoagulés pour thrombose veineuse profonde sans SAPL, la seule
différence observée était une augmentation du lagtime (induit par
les aPL) sans modification de I'ETP, lorsque le traitement par anti-
vitamine K (AVK) était dans la cible thérapeutique.

L'étude RAPS (Rivaroxaban in AntiphosPholipid Syndrome) [33]
évaluait la possibilité de traiter les patients atteints de SAPL
avec un anticoagulant oral direct en comparaison au traite-
ment de référence que sont les AVK. Le critére de jugement
principal reposait sur le TGT. La comparaison de différents mar-
queurs 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) etdesF1+ 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
observée entre les deux stratégies est principalement attribuée
au mécanisme d'action des deux traitements. Les AVK diminuent
la synthése de prothrombine et, par conséquent, la thrombine
formée, expliquant un ETP plus faible, alors que le rivaroxaban
inhibe le facteur X activé. Le traitement par rivaroxaban dans le
SAPLn'empéche pas la formation de thrombine, directement quan-
tifiée par l'augmentation des F1+2, ainsi que I'amplification de
thrombine formée, démontrée par une augmentation de thrombine
formée (ETP augmenté).

Par ailleurs, deux études se sont intéressées a la prédiction de
la survenue d'une thrombose au cours du SAPL. La premiére a
montré que le TGT n'était pas optimal pour prédire la survenue
d'une thrombose : I'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 critéres cliniques étaient plus spécifiques
(hypertension, thrombose artérielle)[34]. La seconde étude montre
une corrélation forte entre le risque de récidive thrombotique, la
présence d'antidomaine I de la 3,-glycoprotéine I et une RPCa
mesurée par le TGT (Hazard Ratio (HR), 3,90 [intervalle de confiance
a95%(1C95%),1,33-11,46],p=0,01 ; HR,4,98[1C95%,1,36-18,28],
p=0,02 respectivement) [35].

Une thérapeutique potentielle du SAPL serait ['utilisation
d’hydroxychloroquine [30]. Dans un modeéle translationnel de
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Fig. 1. Paralléle entre la génération de thrombine (A-C) et la cascade la coagulation (A’, B', C'). La phase d'initiation correspond a I'activation de la voie endogéne et exogéne
(A et A"). La propagation correspond a I'amplification de la thrombine formée, avec activation des cofacteurs V et VIII, et des facteur IX, X et XI par la thrombine (B et B').
L'inhibition correspond a I'inactivation de la génération de thrombine par 3 inhibiteurs (antithrombine, protéine C activé, Tissue factor pathway inhibitor) (C et C') : Flla :

thrombine ; FVa : facteur V activé ; FVIla: facteur VI activé ; FVIlla : facteur VIl activé ; FIXa : facteur IX activé ; FXa: facteur X activé ; FXla : facteur Xl activé ; FXII: Facteur

XII activé ; PCa : protéine C activée ; PS : protéine S ; TF : facteur tissulaire ; TFPI : Tissue factor pathway inhibitor ; TM : thrombomoduline.
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Fig. 2. Profil d'une courbe de génération de thrombine. A. Le lagtime qui correspond au premiére trace de thrombine formée. B. Le temps au pic qui correspond au temps
nécessaire a atteindre le maximum de thrombine formée. C. Le pic maximal de thrombine formée. L'ETP correspond a l'air sous la courbe (la totalité de thrombine formée).
En bleu, le tracé d'une courbe de génération de thrombine. En noir, la vitesse de formation de thrombine.

SAPL, sur modéle cellulaire et murins, notre équipe a montré que
I'hydroxychloroquine diminuait le potentiel thrombogéene des aPL
par I'intermédiaire d’'une modification de la RPCa, en normalisant
I'expression de la thrombomoduline et de I'endothelial protein C
receptor [30]. D'autres modéles cellulaires d’hypercoagulabilité ont
été évalués par le TGT, ce qui permet une étude potentielle de
nouvelles thérapeutiques [36].

4. TGT et lupus érythémateux systémique

L'activation de la coagulation a été décrite dans le LES. Des D-
dimeres élevés ont été décrits comme étant associés a la sérite

lupique [37]. Une étude des mémes auteurs a aussi décrit une
association entre D-dimeres et activité de la maladie [38]. Ils néces-
sitaient cependant d’'étre associés a la mesure de la fraction C4 du
complément pour un meilleur pouvoir discriminatoire. Le TGT a
été étudié dans quelques travaux qui se sont intéressés a l'état
d’hypercoagulabilité au cours du LES. Une premiére étude a démon-
tré une augmentation de la génération de thrombine associée a une
hypercoagulabilité et a la présence de phospholipides plaquettaires
[39]. Cette augmentation n'était pas corrélée a I'activité de la mala-
die. Certains auteurs ont démontré la présence d’'une RPCa dans le
LES [40]. Dans cette étude, seule la RPCa était mise en évidence
comme marqueur d’hypercoagulabilité, les D-dimeéres étaient
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Tableau 1
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Résumé de l'utilisation du test de génération de thrombine dans les maladies auto-immunes.

Référence Maladie Nombre de patients Résultats Commentaire
auto-immune
Regnault, 2003 |29] SAPL 8 Lagtime et RPCa augmenté Ftude sur PPP et PRP
Liestol, 2007 30| SAPL 81 RPCa augmentée RPCa associé aun
antécédent thrombotique
Cohen, 2016 [31] SAPL 54 traités par rivaroxaban ETP augmenté chez les patients traités par
56 traités par warfarine rivaroxaban
Zuily, 2013 [32] SAPL 92 Persistance d'aPL et d'une RPCa associéa un Les critéres cliniques
LES risque de récidive thrombotique (HR, 3,67 [IC étaient plus spécifiques
95%,1,31-10,31] pour prédire la récidive
thrombotique
Zuily, 2020 |33 SAPL 137 RPCa associée a un risque de récidive La présence d’antidomaine
thrombotique (HR, 3,90 [HR, 4,98 [IC95 %, Ide la B>-GP 1 est associée
1,36-18,28]| aunrisque de récidive (HR,
3,90 [IC 95 %, 1,33-11,46]
Pereira, 2007 (37| LES 30 ETP augmenté chez les patients LES par TGT réalisé sur
rapport au groupe témoin, sans corrélation phospholipides
avec l'activité de la maladie plasmatiques
Meesters, 2007 LES 25 RPCa augmenté par rapport au groupe témoin
[38]
Kern, 2017 |39] LES 22 ETP diminué chez les LES par rapport a un
groupe témoin
Cicarini, 2020 [40] LES 30 LES SLEDAI-2K <4 ETP augmenté dans le groupe
30 LES SLEDAI-2K >4 SLEDAI-2K >4 par rapport au groupe
SLEDAI-2K =4
Vranic, 2019 |44] PR 11 PR non ménopausés Pas de différence entre les deux groupes
31 PR ménopausés
Kern, 2016 [46] PR 25 ETP, le lagtime et le time to peak étaient
diminués, la vélocité était augmentée par
rapport a un groupe témoin
Undas, 2010 |47 PR 46 ETP, le pic et la vélocité étaient augmentés TGT corrélé a l'activité de la
maladie
Fernandez-Bello, Behget 23 ETP et la vélocité étaient augmentés par Absence de corrélation
2013 [49] rapport au groupe témoin avec l'activité de la maladie
Le Joncour, 2019 Behget 73 patients TGT augmenté dans le groupe maladie active
[50] 28 avec maladie active
45 avec une maladie
inactive
Mejia, 2014 |51] Behget 56 patients ETP augmenté dans le groupe avec antécédent
17 avec un antécédent de thrombose par rapport au groupe sans
thrombotique antécédent thrombotique
Hilhorst, 2013 |52] Vascularite a 31 ETP augmenté chez les patients en rémission
ANCA par rapport a un groupe témoin
Mastalerz, 2015 GEPA 34 Pic de thrombine augmentée par rapport au Pas de corrélation avec
53] groupe témoin l'activité de la maladie ou
le traitement
Yoshizawa, 2019 Kawasaki 42 ETP augmenté avant traitement par IgIV et Pas de différence entre les
|54] diminué 4 semaines apres traitement répondeurs et non
répondeurs
Garabet, 2019 57| PTI 26 avant traitement par Pas de différence entre les deux groupes
agoniste du TPO
18 traités depuis 1 an par
agoniste du TPO

Abréviations : IC 95% : intervalle de confiance a 95 % ; ETP : endogenous thrombin potential ; GPE : granulomatose éosinophilique avec polyanggéite ; IgIV : immunoglobuline
polyvalente ; LES : lupus erythémateux systémique ; PPP : plasma pauvre en plaquette ; PR : polyarthrite rhumatoide ; PRP : plasma riche en plaquettes ; PTI : purpura
thrombopénique immunologique ; RPCa : résistance a la protéine C activé ; SAPL : syndrome des antiphospholipides ; TPO : thrombopoiétine.

augmentés de facon non significative et les F1 +2 étaient diminués
comparativement au groupe témoin. Il faut noter que la RPCa n'était
pas associée a un SAPL secondaire.

Par ailleurs, le TGT a été évalué comme marqueur éventuel
d’activité de la maladie. Une premiére étude, portant sur 22 patients
avec un score SLEDAI (Systemic Lupus Erythematosus Disease Acti-
vity Index) médian de 6 [3,5-8], a retrouvé un ETP diminué dans le
groupe LES comparé au groupe témoin, alors que les autres para-
meétres du TGT étaient similaires. [41]. La seconde étude a inclus
60 patients eta séparé les patients a faible activité de maladie (SLE-
DAI <4, n=30) et ceux a activité modérée (SLEDAI >4, n=30). Dans
cette étude, les différents parameétres du TGT étaient augmentés
dans les 2 groupes comparativement au groupe témoin. De méme,
I'ETP était augmenté dans le groupe a activité modérée comparati-
vement au groupe afaible activité de LES[42]. Les D-dimeres étaient

aussi augmentés dans le groupe SLEDAI >4, mais sans corrélation
franche avec I'activité de la maladie. La différence de résultats entre
les 2 études découle des critéres d'inclusion des patients et de la
méthodologie utilisée pour effectuer le TGT : la seconde étude utili-
sait une concentration plus faible de facteur tissulaire, plus adaptée
al'évaluation globale de lacoagulation et al'atteinte vasculaire [43].

5. TGT et polyarthrite rhumatoide

Au cours de la polyarthrite rhumatoide (PR), le risque de mor-
bidité et de mortalité cardiovasculaire a été largement étudié
[44]. Dans cette maladie en phase inflammatoire, les marqueurs
d’activation de la coagulation (D-dimeéres, F1+ 2) sont associés a
I'inflammation et diminuent aprés une prise en charge thérapeu-
tique [45]. Une étude s’est intéressée a I'impact de la ménopause
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sur la génération de thrombine dans la PR. Cette étude a com-
paré 14 patientes témoins, 34 patientes témoins ménopausées,
11 patientes avec une PR non ménopausées et 31 patientes méno-
pausées avec une PR. La seule différence observée était un ETP plus
faible dans le groupe témoin des femmes non ménopausées par
rapport aux autres groupes [46]. La différence observée entre les
femmes non ménopausées et ménopausées était secondaire a une
diminution de taux d'cestrogénes, associé a I'apparition d'un risque
cardiovasculaire chez les femmes [47].

Deux autres études se sont intéressées au TGT comme marqueur
éventuel de I'activité de la maladie. Dans la premiére étude, I'ETP,
le « lagtime » et le « time to peak » étaient diminués, la vélocité était,
quant a elle, augmentée [48]. Dans la seconde étude, les résultats
étaient contradictoires [49] : 'ETP, le pic et la vélocité étaient aug-
mentés, le « lagtime » et le « time to peak » étaient par contre allongés.
Les marqueurs du TGT étaient corrélés au DAS 28 (Disease Activity
Score 28). Par ailleurs, cette corrélation n'était pas dépendante de
I'ancienneté de la maladie, de I'dge ou du taux protéine C-réactive
(CRP), mais dépendante de I'augmentation du facteur VIII et du tis-
sue factor pathway inhibitor (TFPi). Le facteur VIII et le TFPi sont
des protéines qui augmentent lors de I'inflammation, ce qui peut
expliquer leur impactsur le TGT chez les patients avec une maladie
active. Il est a noter qu’'aucune étude ne s’est intéressée a I'impact
du traitement de la PR sur I'hypercoagulabilité.

6. TGT et vascularites

La maladie de Behget est une maladie inflammatoire systémique
rare, avec une atteinte endothéliale et une thrombogénicité asso-
ciée |50]. Deux études contradictoires se sont intéressées au lien
entre I'activité de la maladie et le TGT. Dans la premiére, I'ETP et
la vélocité étaient augmentés dans le groupe maladie de Behcet en
comparaison au groupe témoin, mais sans corrélation avec I'activité
de la maladie [51]. Les D-dimeéres n'étaient pas différents entre les
2 groupes. Dans la seconde étude, les auteurs se sont intéressés
a la comparaison de génération de thrombine entre maladie de
Behget active et inactive. La génération de thrombine était aug-
mentée dans le groupe maladie active et dépendait de la nétose
[52]. Cette différence entre les deux études peut s'expliquer par la
différence entre les groupes de patients étudiés. Dans la premiére, il
s'agissait de patients avec une maladie active comparés a dessujets
témoins sains, alors que dans la seconde, tous les sujets étaient des
patients et la comparaison était entre maladie active et inactive.
D’autres auteurs se sont intéressés a la maladie de Behget sous trai-
tement anticoagulant pour thrombose [53]. Les malades souffrant
de maladie de Beh¢et avec antécédent de thrombose avaientun ETP
augmenté comparativementa ceux sans antécédent thrombotique.
Sous traitement par AVK, les patients avaient une génération de
thrombine équivalente a celle de patients sous AVK pour fibrillation
auriculaire donc sans contexte d’hypercoagulabilité.

Dans les vascularites a ANCA, il a été démontré une persistance
del’augmentation de I'ETP apreés le diagnostic, quel que soit le trai-
tement utilisé (corticoide, azathioprine, méthotrexate) [54]. Dans
cette étude, les D-diméres n'étaient pas différents entre le groupe
vascularite et le groupe témoin sains.

Dans la granulomatose éosinophilique avec polyangéite, le TGT
et la formation du caillot de fibrine ont été étudiés. Une augmen-
tation du pic de thrombine a été retrouvée ; elle était corrélée a un
défaut de fibrinolyse chez les patients en comparaison au groupe
de témoins sains, sans étre corrélée a I'activité de la maladie ou au
traitement des patients [55].

Dans la maladie de Kawasaki, une étude a montré une augmen-
tation de I'ETP avant traitement et une diminution a 4 semaines
apres des perfusions d'immunoglobulines polyvalentes [56]. Néan-
moins, la diminution ne permettait pas de retrouver un état de
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coagulabilité normal. Il n'y avait cependant pas de différence entre
les sujets répondeurs et non répondeurs.

7. TGT et thrombopénie immunologique

La thrombopénie immunologique peut étre associée a des
événements thrombotiques [57]. Des auteurs ont montré une aug-
mentation de génération de thrombine chez des patients atteints
de thrombopénie immunologique. Cette augmentation était secon-
daire a une RPCa. Il faut noter que tous les patients de cette étude
avaient été traités par corticoides, ce qui a pour effet d’augmenter
les facteurs de la coagulation et par conséquence le TGT [58].
L'utilisation d'agonistes de la thrombopoiétine ne modifient pas le
TGT [59].

8. Conclusion

Comme précédemment décrit dans les états hypercoagulables
[60], le TGT est une méthode fonctionnelle pour évaluer globa-
lement la coagulation. Il a été utilisé dans peu d'études, avec un
nombre limité de patients, ce qui occasionne une imprécision de
mesure, un manque de confirmation par d'autres études et par
conséquent des difficultés de transposabilité a une situation cli-
nique de routine pour valider une utilisation pratique du TGT. Il
a beaucoup été utilisé dans le SAPL, avec le versant thrombotique
associé. Il reste relativement peu utilisé dans I'évaluation clinique
des autres MAI, mais son réle futur dans le choix de certains traite-
ments potentiellement thrombogénes pourrait devenir important.
Ce test pourrait aussi étre utilisé pour évaluer la réponse aux trai-
tements immunosuppresseurs et immunomodulateurs. Enfin, le
lien franc entre coagulation et inflammation, synonyme de mala-
die active, peut étre appréhendé par I'utilisation du TGT avec encore
certaines limites d'interprétation principalement liées a I’absence
de standardisation. Cet automate reléve a ce jour d'un centre spé-
cialisé, mais avec I'évolution technologique (ST Genesia®©), il sera
prochainement possible de réaliser le TGT comme un test de routine
d’hémostase.
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Manuscrit numero 2
Dans ce second travail de these, le but a été de mettre en place une méthodologie pour évaluer
I'hypercoagulabilité sur un modéle de SAPL sur cellules endothéliales artérielles. Pour se faire, nous
avons étudié tout d’abord I'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 maniére proportionnelle.
Les cellules endothéliales ont été incubées avec différentes concentrations d’aPL (100, 200 et 500
mg/ml) et durant différents temps pour évaluer I'action de ses anticorps (1, 4, 12 heures). Le potentiel
thrombogéne était augmenté en fonction de la concentration d’aPL mise en culture. Pour confirmer
'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 thrombogéne de ces
aPL induisant une dysfonction endothéliale.
Enfin, nous avons évalué I'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 'activation de celles-ci pour aboutir & 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 I'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
étre expliquée par les propriétés anticoagulantes de la CE, avec une augmentation de la TM et de
'EPCR au contact du plasma. Ces résultats démontrent I'importance d'étudier le TGT en méme temps
que la culture cellulaire et d'avoir un contrdle dans chaque essai pour standardiser les résultats comme
recommandé par le sous-comité sur le contréle de l'anticoagulation de I''STH (314,315).
Les aPL ont été préincubés avec les CE avant que la génération de thrombine ne soit déclenchée.
Une des premiéres conclusions de notre étude était que I'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 criteres de Sydney pour le diagnostic du SAPL. Cependant, aucune étude n'a
rapporté de corrélation entre le risque de thrombose et I'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 I'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 I'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 a induire un dysfonctionnement endothélial.
La capacité des anticorps anti-B2GPI a se lier et a 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 plaguettes dans le SAPL. Une
étude in vitro a montré une interaction entre les anticorps anti-B2GPI et la GPIb aprés une transfusion
de plaguettes, 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 role 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
modele murin de SAPL, Proulle et a.l ont rapporté que les aPL induisent une activation plaguettaire
qui est la premiéere 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-B2GPI avec PRP sans
FT.

81



Thrombosis Research 169 (2018) 87-92

Contents lists available at ScienceDirect

F'HROMBOSITS
RESEARCH

Thrombosis Research

journal homepage: www.elsevier.com/locate/thromres

Full Length Article

Development of a thrombin generation test in cultured endothelial cells: n
Evaluation of the prothrombotic effects of antiphospholipid antibodies }w

Paul Billoir”, Sébastien Miranda”, Louise Damian®, Vincent Richard®, Ygal Benhamou”,
Véronique Le Cam Duchez™"
* Normandie Univ, UNIROUEN, INSERM U1096, Rouen University Hospital, Vascular F is Unit, F 76000 Rouen, France

" Normandie Univ, UNIROUEN, INSERM U1096, Rouen University Hospital, Department of Internal Medicine, Vascular and Thrombosis Unit, F 76000 Rouen, France
© Normandie Univ, UNIROUEN, INSERM U1096 EnVI, 76000 Rouen, France

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Introduction: Circulating antiphospholipid antibodies (APL) induce vascular injury and endothelial dysfunction,
Antiphospholipid syndrome which are associated with thrombotic events and/or fetal loss. We developed a model in which calibrated au-
Endothelial cells

tomated thrombin generation (CAT) is carried out in wells lined with cultured endothelial cells. Then we in-
vestigated how far b2GP1 antibodies provoked thrombin generation (TG) enhancing effects in these cells and /or
in blood platelets.

Materials and methods: Thrombin generation induced by different concentrations of tissue factor and different
levels of endothelial aortic cell confluence was investigated by calibrated automated thrombogram. Endothelial
cells were incubated with the purified anti-B2glycoprotein I antibodies of patients with antiphospholipid syn-
drome (APS). Platelet free plasma and platelet rich plasma were used to study thrombin generation in en-
dothelial cells and platelet reactivity, respectively.

Results: Endothelial cell confluence was negatively correlated with thrombin generation which was dependent
on the concentration of APL incubated. Activation of endothelial cells with APL significantly increased thrombin
generation triggered by PFP. Triggering by PRP increased thrombinogram parameters. Moreover, anti-
B2glycoprotein I antibodies incubated with platelet significantly amplified thrombin formation in PRP and in-
duced platelet activation without tissue factor.

Conclusion: In this in vitro study, we demonstrate the feasibility of using thrombin generation test in cultured
endothelial cells and suggest the need to realize adjustments to standardize results. The mechanism of pro-
thrombotic states in APS requires endothelial dysfunction and platelet activation. The quantification of thrombin
formation shows that APL incubation induces endothelial injury in cultured cells amplified by platelets.

Platelet activation
Thrombin generation
Hypercoagulability

1. Introduction mediated dilatation in APS demonstrating endothelial injury [10] has

been observed. Platelet activation in APS and a binding of APL in pla-

Antiphospholipid syndrome (APS) is a systemic autoimmune dis-
order defined by association of vascular injury and persisting antipho-
spholipid antibodies (APL) [1]. According to several studies and the
first results of the RAPS trial, vitamin k antagonist is the first choice
drug for thrombotic events in APS [2,3,4]. A recent study evaluated
hydroxychloroquine as a promising therapeutic option [5].

The procoagulant effects of APL have been described as over-
expression of tissue factor (TF) in patients [6] and in endothelial cells
[7]. Moreover, modulation of protein C and protein S expression in-
duces acquired activated protein C resistance (aPCR) [8]. Additionally,
a decrease of endothelial nitric oxide synthase [9] and reduced flow-

telet thrombus have been demonstrated [11]. Activation of the platelet
signalling pathway modifies glycoprotein IIb/Illa conformation and CD
62 expression which induce prothrombotic states [12]. These interac-
tions in the vessel wall predispose to hypercoagulable states. Finding a
test to evaluate the recurrent risk of thrombosis in APS patients is es-
sential.

Thrombin generation (TG) induces localized activation of several
serine proteases and the final product of the coagulation process is fi-
brin. Thrombin properties combine pro- and anti-coagulant functions
[13]. Thrombin generation test (TGT) evaluates the activation and in-
hibition of the clotting system [14]. For this reason, TGT has already
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been used to study APS. APL induce prolonged lagtime and an acquired
resistance in presence of activated protein C evaluated with thrombi-
nography [15]. Moreover, in APS, TGT could predict superficial vein
thrombosis occurrence [16] and monitor anticoagulation [17]. In par-
allel, TGT has been developed and validated in cancer cell cultures
[18,19,20]. Although TGT is commonly used as an evaluation tool of
thrombotic risk, internal quality control is required to standardize re-
sults and to reduce intra assay imprecision [21,22,23].

Quiescent endothelial cells (EC) regulate clotting formation, by
activating protein C with thrombomodulin and endothelial protein C
receptor, and contribute to preventing cell adhesion. Conversely, there
is an opposing mechanism of activated EC which facilitate blood coa-
gulation by expressing procoagulant factor and adhesion molecules.
Contact phase influence [24] has been reported in EC using TGT, but
this approach has not yet been used in APS.

The objective of this study was first, to develop TGT in EC cultures
and second, to use TGT in EC cultures and in platelet rich plasma to
characterize the direct pathogenic effect of APL.

2. Material and methods
2.1. Endothelial cell cultures

Immortalized endothelial aortic cells TeloHAEC (ATCC® CRL-
4052™, United States) were used for TG. Cells were expanded with
Endothelial Cell Growth Kit VEGF (ATCC® PCS-100-041™, United
States), with 10units/ml of penicillin and 10pg/ml of streptomycin
(P4333, Sigma Aldrich, France) at 37 °C in 100% humidified atmo-
sphere with 5% CO,. Adherent cultures were developed in 75cm?
culture flasks. At 90% confluence, cells were incubated with trypsin for
5 min at 37 °C then Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline was added to
neutralise trypsin. Cell suspensions were centrifuged 5min at 150g and
pellets were suspended in culture medium. 100pl of this suspension
were spiked in each well in 96-well plates adapted to TG (5000 cells/
well). Cells were cultured and adhered at 37 °C in 100% humidified
atmosphere with 5% CO,. Incubation of APL with endothelial cells was
realized 4 h before TGT in culture medium.

2.2. Plasma samples

e Platelet free plasma (PFP) samples for TG were obtained from
healthy volunteers, who had no history of thrombosis or congenital
thrombophilia. Blood samples were taken by antecubital vene-
puncture and collected in vacutainer tubes containing buffered
0.109 M trisodium citrate (1 part of citrate 3.2%/nine parts of
blood). PFP was prepared by double centrifugation of citrate blood
for 15min at 2500g.

Platelet rich plasma (PRP) was prepared by centrifugation of ci-
trated blood for 10 min at 150g. Supernatant PRP was removed and
adjusted at 150 G/1 by autologous PFP obtained after centrifugation
of remaining blood for 15min at 2500g. PRP samples were obtained
from healthy volunteers without thrombotic or bleeding history and
with normal platelet aggregation tests.

2.3. Automated measurement of thrombin generation

In PFP, TG was triggered by a normal concentration of phospholipid
(4 pmol/1) and a different concentration of TF (1 or 5 pmol/l) (respec-
tively, low platelet-poor plasma (PPP) reagent or PPP reagent,
Diagnostica Stago, Asniéres, France). In PRP, TG was triggered by
1 pmol/1 of TF (PRP reagent, Diagnostica Stago, Asniéres, France) or
5 pmol/1 of TF and 1 pmol/1 of phospholipid (high PPP reagent with
dilution 1:4, Diagnostica Stago, Asniéres, France). TG was measured by
Calibrated Automated Thrombography and Fluorocan Ascent
Fluorometer (Thermoscientific Labsystems, Helsinki, Finland).
Experiment was done in duplicate for EC and EC incubated with APL.

88

Thrombosis Research 169 (2018) 87-92

Four wells were used per group.
2.4. Experimental procedure for thrombin generation test in endothelial cells

Culture medium was removed from the plate. In one well containing
EC, 80pl of PFP or PRP and 20 pl of triggering reagent (mix of TF and
phospholipid) were added. In another well, PFP or PRP (Thrombin
calibrator, Diagnostica Stago, Asniéres, France) was added, then the
plate was incubated at 37 °C. A combination of calcium (to begin TG)
and fluorogenic substrate (FluCa kit, Diagnostica Stago, Asniéres,
France) was added. Conversion of fluorogenic substrate was measured
and TG parameters (lagtime, endogenous thrombin potential (ETP) and
peak concentration) were calculated by Thrombinoscope software
(version 3.0.029; Thrombinoscope BV, Maastricht, The Netherlands).

2.5. Isolation of antiphospholipid antibodies

2.5.1. Patients

Blood samples were obtained from six patients with primary arterial
APS who fulfilled the international classification criteria for APS [25].
Blood samples were tested according to the updated criteria for lupus-
anticoagulant, anti-B2GPI, and anticardiolipin antibodies. Patients were
exclusively positive for anti-32GPI IgG. Written informed consent was
obtained from each patient. The study was conducted according to the
recommendations set forth by the declaration of Helsinki on biomedical
research involving human subjects.

2.5.2. IgG purification

Blood samples were centrifuged for 15 min at 3500g to obtain serum
and total IgG was purified from serum samples by protein G-Sepharose
affinity chromatography (Nab prot G spin column, Fischer Scientific
France). Samples from patients with APS or healthy donors were eluted
with Tris-glycine (pH2.5), and then dialyzed against phosphate-buf-
fered saline, concentrated, and solubilized with phosphate-buffered
saline (PBS 1X).

The concentration of purified APL IgG was determined using the
nephelometric method (BN II system, Siemens Healthineers). The
sample containing anti-B2GPI-IgG had an activity of 1860 UA/ml for
anti-B2GPI and a concentration of 146.4 UA/ml for anticardiolipin
corresponding to 2.48 g/1 of IgG. Nonspecific IgG was at 9.48 g/1.

For EC with or without purified APL, TGT was performed in du-
plicate.

We performed the same protocol for polyvalent immunoglobulin
from healthy controls.

2.6. Statistical analysis

All data were expressed as mean *+ SD. Data were analyzed with
Graphpad Prism 5.0 and with Excel 2016. Mann-Whitney U test,
Kruskall Wallis test and a Pearson correlation were used. p-
Values < 0.05 were considered significant.

3. Results
3.1. Effect of endothelial cell confluence on thrombin generation

The addition of PFP and a low concentration of TF (low PPP re-
agent) did not allow detection of quantifiable TG with calibrated au-
tomated thrombogram, even in low confluence (30%).

The addition of PFP and a normal concentration of TF (5pmol/1)
induced quantifiable TG. ETP and peak decreased with confluence
(Fig. 1A). Thrombin was not detectable at 100% confluence. We per-
formed a Kruskal Wallis test (p < 0.001 for ETP and p = 0.0086 for
peak) and confirmed a significant difference with a Mann Whitney test
(for ETP, p = 0.047 between 30% and 50% confluence, and between
50% and 90% of confluence) (for peak, p = 0.047 between 30% and
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Fig. 1. Variation of thrombin generation with confluence in endothelial cells.
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A. Thrombin generation triggered with 5 pM of TF and 4 pM of phospholipid by calibrated automated thrombinography (n = 4 by confluence). Correlation between

confluence, peak (B) and ETP (C).

70% of confluence; and between 50% and 90% of confluence).

A significant negative correlation was observed between confluence,
peak (p = 0.0006; r = —0.6749) (Fig. 1B) and ETP (p < 0.0001,
r = —0.8942) (Fig. 1C) with Pearson correlation.

3.2. Effect of antiphospholipid antibodies on thrombin generation in
endothelial cells

First, we evaluated the effect of increasing concentration of APL
incubated with EC (Fig. 2A).
TG was triggered by PFP and PPP reagent. Results were similar for

A
2504
APL 100 mg/mL
__ 200- — APL 250 mg/mL
% — APL 500 mg/mL
E 150+ 1gG 500 mg/mL
-g --- Control
5 1004
E ol
0 d
0 10 20 30

Time (min)

control (ETP = 545.5 * 108.8nM'min; peak = 42.1 * 10.8 nM) and
polyvalent IgG from healthy controls (ETP = 609.1 * 55.0 nM'min;
peak = 44.1 = 2.5nM). Results were similar between 100 mg/ml and
250 mg/ml of APL (100mg/ml: ETP: 1010.7 = 76.8 nM'min; Peak:
76.82 = 20.69nM; 250 mg/ml: ETP: 1017.4 = 133.4nMmin; Peak:
91.5 = 20.69 nM). Level of TG increased in APL to 100 mg/ml and to
250 mg/ml compared to control and polyvalent IgG (p = 0.047).
However, a significant increase of ETP (1416.1 = 152.3nMmin)
(p = 0.028) and thrombin peak (212.3 = 33.24nM) (p < 0.05) was
observed with 500 mg/ml compared to low concentration of APL,
suggesting a hypercoagulable state with increasing APL level.

B
120+
==- Control
__ 1004 — APL1H
E 804 APL4 H
= APL 12 h
8 604
S
2 401
=
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0 o deaniamniy
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Fig. 2. Effect of different concentration and incubation time of APL incubated with endothelial cells in thrombin generation.
A. Thrombin generation was realized at 70% of confluence. APL: APL incubated 4 h with endothelial cells at different concentration. IgG: non-specific im-
munoglobulin from healthy donnor. B. 100 mg/ml APL were incubated 1, 4, or 12h with endothelial cells.
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Furthermore, nonspecific IgG did not increase TG, even at 500 mg/ml.

The incubation time of APL with EC was also evaluated (Fig. 2B). A
global increase in thrombin generation was observed between control
(ETP = 396.5 = 98.9 nM'min; Peak: 30.3 + 8.3nM), 1h of APL in-
cubation (ETP = 771.8 * 108.8 nM'min; Peak: 64.9 += 15.0 nM) and
4h of APL incubation (ETP = 1178.4 = 126.1nM'min; Peak:
97.6 = 30.0 nM).

A significantly higher ETP was observed with 4 h of APL incubation
vs 1h of incubation (p = 0.002) and peak (p = 0.014).

At 12 h, we confirmed a decrease in ETP and peak since o 2 mac-
roglobulin activity was not corrected by software. o 2 macroglobulin is
able to bind thrombin and underestimates thrombin measurement.

As our objective was to evaluate the pro coagulant effect of APL on
EC, we compared TG at the same confluence with 100 mg/ml of APL
incubated for 4 h.

When the trigger was an association of PFP and a low concentration
of TF (Low PPP reagent), thrombin was only generated at 30% con-
fluence (ETP: 228.4 + 101.6 nM'min; Peak: 15.55 = 7.2nM) in EC
incubated with APL. In other confluences, no thrombin was detectable.

With the addition of PFP and a normal concentration of TF (PPP
reagent), TG was clearly increased in EC incubated with APL, whatever
the confluence (Table 1). Only peak at 50% confluence was not sig-
nificantly increased. At 100% confluence, TG was null in untreated EC
but detectable in EC incubated with APL, as previously described.

3.3. Influence of platelet and antiphospholipid antibodies on thrombin
generation

When thrombin generation was triggered by PRP and a low con-
centration of TF (1 pM) in untreated EC or in EC incubated with APL, no
thrombin was detected.

When PRP was associated with 5 pM of TF and 1 pM of phospholipid
(high PPP reagent 1:4), at 50% confluence and 100 mg/mL of APL, peak
(p = 0.057) and ETP (p = 0.11) did not increase significantly. In the
same conditions, but at 70% confluence, both ETP and peak increased
(p < 0.05). No thrombin was generated in EC at 100% confluence
(Table 2).

In addition, we added 100mg/ml of APL to PRP. ETP (PRP:
1256.1 = 86.1 nM'min versus PRP with APL: 1528.6 = 137.5 nM'min;
p < 0.05) and peak (PRP: 121.1 *+ 9.6nM versus PRP with APL:
165.5 = 17.8nM; p < 0.05) were increased significantly (Fig. 3A).

3.4. Activation of platelet with antiphospholipid antibodies

We evaluated the possibility of inducing thrombin generation in
PRP incubated with APL (100 mg/ml) without the use of TF to start
reaction. Without EC, thrombin was generated with ETP
(1243.4 = 60.2nM'min) and peak (97.04 = 6.69nM). Among 4
wells, only 1 PRP reacted in thrombin generation without APL in-
cubation (ETP: 890.6 nM'min; peak: 46.2nM) and thrombin generation
was not detectable in the 3 others (Fig. 3B). With cultivated EC,
thrombin generation was not detectable.

4. Discussion

As previously described, APS is an autoimmune disease with per-
sisting APL which induce vascular injury [26]. Thrombosis events are
due to APL binding annexin A5 which normally inhibits coagulation
with repulsive charges [27]. However, other mechanisms have also
been evoked. Indeed, it has been demonstrated that endothelial acti-
vation is a trigger which induces thrombosis with TF release and in-
hibition of endothelial nitric oxide synthase [7,28,29].

Previous studies have shown the interest of TGT as a method to
investigate the activation and inhibition of coagulation in APS
[15,16,17]. However, to our knowledge, there is no standardized
methodology to test thrombin generation in EC culture. Several studies

90

Table 1

Comparison of thrombogram with confluence in EC and EC incubated with APL.

100%

90%

70%

50%

30%

Confluence

EC EC + APL
(n=3)

EC + APL
(n=4)

EC

EC + APL
(n=4)

EC

EC + APL
(n=4)

EC

EC + APL

EC

Groupe

4)

(n=4)

(n=4)

(n=4)

4)

(n

(n=4)

3138 + 1245
31.0 + 21.3

ND
ND

662.6 + 256.7
49.7 + 29.5

2928 + 70.2

2324857

734.3 + 64.7
56.9

785.7 + 30.0 4353 + 1315
36.3 + 11.6

545.5 + 108.8
424 + 10.8

11439 + 102.1
86.3 + 10.0

811.49 + 48.0

54.3 + 0.15

ETP (nM'min)
Peak (nM)

+ 7.6

524 + 2.3

Thrombin generation was realized with 5 pM of TF and 4 uM of PL. Results are expressed as mean + SD. EC: endothelial cells; EC + APL: endothelial cells incubated with APL; ND: non-detectable.

“p < 0.05.
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Table 2
Effect of PRP in thrombin generation.
Confluence 50% 70% 90% 100%
Groupe EC EC + APL EC EC + APL EC EC + APL EC EC + APL
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=2) (n=3) (n=4) (n=4)
ETP (nM'min) 1005.4 + 187.9 1436.4 + 263.1 920.2 + 206.9 1208.4 + 17.4 1301.3 = 3.5 1525.5 + 279.4 ND 954.7 + 456.8
Peak (nM) 870 + 17.4 113.5 *+ 20.2 89.5 + 19.6 125.6 * 8.7 131.7 + 59 166.3 + 40.0 ND 91.0 + 419

Comparison was realized with confluence in EC and EC incubated with APL. Thrombin generation was started with 5 pM of TF and 1 pM of PL. Results are expressed
as mean =* SD. EC: endothelial cells; EC + APL: endothelial cells incubated with APL, ND: Non-detectable.

«p < 0.05.

have evaluated thrombin generation induced by cancer cells
[18,19,20]. In this study, we evaluated different times of culture and we
showed a significant decrease of thrombin level correlated with con-
fluence. The inhibition of TGT by an increase of EC culture confluence
could be explained by the anticoagulant properties of EC, with an in-
crease of thrombomodulin and endothelial protein C receptor in contact
with plasma. These results demonstrate the importance of studying TGT
at the same time of cell culture and of having a control in each assay to
standardize results as recommended by the Subcommittee on Antic-
oagulation Control of the ISTH [22,23].

In the current study, APL were pre-incubated with EC before
thrombin generation was triggered. An original finding of our study was
the increase in thrombin generation dependent on an increase in APL
concentration. Only medium or high titer of APL are considered in the
Sydney criteria for the diagnosis of APS. However, no study has re-
ported a correlate risk of thrombosis with an increase in APL titer. We
have confirmed that hypercoagulable states are induced by APL and not
by polyvalent IgG.

In our study using different concentrations of TF in standard con-
ditions, APL incubated with EC significantly increased thrombin gen-
eration. Other studies have demonstrated that APS does not modify
thrombin generation in standard conditions with PFP, but only extends
the lagtime, explained by APL binding phospholipids and delayed re-
action [30]. However, an acquired protein C resistance was observed in
ETP and peak when activated protein C was added [30]. In our study,
EC culture mimed vessel wall and incubation of APL may have induced
an endothelial dysfunction. The ability of anti-32GP1 antibodies to bind
and activate endothelial cells in culture has been previously described
[31], and our results confirmed that activation of EC induces a pro-
thrombotic state.

Evidence based results of in vitro and in vivo studies demonstrated
platelet implication in APS. An in vitro study showed interaction be-
tween anti-32GP1 antibodies and glycoprotein Ib after platelet infusion
with APL, inducing platelet activation and prothrombotic states with

A

160+
140+
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— PRP
PRP with APL

Thrombin (nM)
g

. : Sy

0 10 20 30
Time (min)

Fig. 3. Increasing effect of incubated APL with PRP in thrombin generation.

release of P selectin and production of thromboxane A2 [12]. Therefore,
platelets play a pivotal role in APS and we showed an increase of
thrombin generation when PRP was used to trigger TG. More specifi-
cally, APL had a direct action in platelet and amplified thrombin for-
mation when we studied, at the same confluence, the incubation of anti-
B2GP1 antibodies with PRP before starting TG. Therefore, platelet
contributed to a hypercoagulable phenotype. In a mouse model of APS,
Proulle et al. reported that APL induce platelet activation which is the
first step of endothelial activation and is required to amplify fibrin
formation [11]. These results were confirmed by incubation of anti-
B2GP1 antibodies with PRP and without TF. APL induced platelet ac-
tivation and thrombin was generated without normal trigger. The up-
regulation of expression and the plasma concentration of TF have been
well described in APS [6]. TF is a transmembrane glycoprotein which
initiates coagulation cascade. An increase of TF in APS induces the
thrombotic potential of disease. APL incubation with EC, which have
anticoagulant properties, was not enough to start a reaction.

Nevertheless, our study presents some limitations. First, we were
only able to demonstrate an indirect activation of endothelial cells and
platelet with thrombin generation. We did not study the biological
parameters of activation such as the release of E selectins and P se-
lectins. Our objective was to focus on the procoagulant state with APL
incubation in aortic endothelial cells. Our results warrant confirmation
in studies performed on venous endothelial cells. Second, our results
were different depending on confluence which could present a bias.
However, we reduced the intra variability of results by performing
thrombin generation in the same series.

5. Conclusion

In this study, we demonstrate the feasibility of using thrombin
generation test in cultured endothelial cells. This method allows the
assessment of the procoagulant phenotype of interaction of anti-B2GP1
antibodies with platelet and endothelial cells. We suggest that thrombin

B
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100 — PRP+APL
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20 ) /
0 T T et
0 20 40 60
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A. Endothelial cells and platelet were incubated with APL. PRP: endothelial cells incubated 4 h with APL. PRP with APL: endothelial cells incubated 4 h with APL and
100 mg/ml of APL were added in PRP. B. Evaluation of platelet activation with APL incubation. Thrombin generation was started without tissue factor and en-
dothelial cells. PRP: PRP adjusted at 150 G/L. PRP with APL: PRP incubated with 100 mg/ml adjusted at 150 G/L.
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generation test could be used in cultured cells with the objective of
improving therapeutic approaches for patients with APS.
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Manuscrit numero 3

Ce troisieme travail de thése, signé en deuxieme auteur, était centré sur la modulation du phénotype
pro-thrombotique du SAPL par 'HCQ. Ainsi nous avons utilisé notre modéle murin de SAPL obtenu
aprés injection d'aPL issus de patients, sur lequel des thromboses artérielles mésentériques et
carotidiennes ont été induites a 'aide du chlorure de fer. Enfin, nous avons eu recours a des cellules
endothéliales humaines aortiques mises en culture en présence d’aPL pour affiner I'exploration du
statut pro thrombotique.

La premiere partie du travail a consisté a réaliser la mise au point du TGT sur plasma de souris. Nous
avons prélevé des souris controles et réaliser le TGT avec différentes quantités de plasma et
différentes concentrations de FT. Physiologiguement, les souris ont des concentrations plus
importantes des différents facteurs de la coagulation, d’ou 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)
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Figure 15. Mise au point du TGT sur plasma de souris

Les résultats des expérimentations animales ont montré un impact majeur de I'injection des aPL sur la
rapidité et I'étendue des thromboses tant mésentériques que carotidiennes comparativement aux
animaux controles. 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 'TETP des animaux exposés aux aPL étaient
plus importants que ceux des animaux controles. Cette différence entre les groupes de souris
disparaissait aprés gavage quotidien des souris par 'HCQ (6mg/kg/j). Le traitement par HCQ
permettait de normaliser les parametres de génération de thrombine des souris APL.

Par ailleurs, afin d’étudier le réle de la dysfonction endothéliale sur linduction de cet état pro

thrombotique, des cellules endothéliales humaines aortiques ont été incubées en présence d’aPL.
88



L’expression de la thrombomoduline était réduite dans les cellules exposées aux aPL. Nous avons
€également constaté que de fagon similaire aux expérimentations animales, I'incubation des cellules
avec des aPL induisait un ETP plus important qu’en I'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 'THCQ a permis

de restaurer un état de coagulabilité basal.
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Abstract

Antiphospholipid antibodies (aPL) promote endothelial dysfunction, inflammation and pro-
coagulant state. We investigated the effect of hydroxychloroquine (HCQ) on prothrombotic
state and endothelial function in mice and in human aortic endothelial cells (HAEC). Human
aPL were injected to C57BL/6 mice treated or not with HCQ. Vascular endothelial function
and eNOS were assessed in isolated mesenteric arteries. Thrombosis was assessed both
in vitro by measuring thrombin generation time (TGT) and tissue factor (TF) expression and
in vivo by the measurement of the time to occlusion in carotid and the total thrombosis area
in mesenteric arteries. TGT, TF, and VCAM1 expression were evaluated in HAEC. aPL
increased VCAM-1 expression and reduced endothelium dependent relaxation to acetylcho-
line. In parallel, aPL shortened the time to occlusion and extended thrombus area in mice.
This was associated with an overexpression of TF and anincreased TGT in mice and in
HAEC. HCQ reduced clot formation as well as TGT, and improved endothelial-dependent
relaxations. Finally, HCQ increased the p-eNOS/eNOS ratio. This study provides new evi-
dence that HCQ improves procoagulant status and vascular function in APS by modulating
eNOS, leading to animprovement in the production of NO.

Introduction

Antiphospholipid syndrome (APS) is an autoimmune disorder defined by recurrent throm-
botic events and miscarriages, with positive antiphospholipid antibodies (aPL) [1]. APS may
be isolated (primary APS) or associated to an auto immune disease, most often systemic lupus
erythematosus (SLE). Pathogenic effects of aPL were first described in vitro and are

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0212614 March 14,2019 1/14

90



O'PLOS|ONE

Hydroxychloroquine improves the prothrombotic state in antiphospholipid syndrome

characterized by endothelial dysfunction, defined by pro-coagulant [2,3] pro-inflammatory [4]
and pro-adhesive [5,6] phenotypes.

In parallel we [7] and others [8,9] have reported that flow mediated dilatation (FMD) is
decreased in patients with primary and secondary forms of APS, confirming the presence of
an endothelial dysfunction in humans. Moreover, our group has recently demonstrated that
patients with primary arterial APS also displayed structural arterial changes, associated with a
pro-oxidative and pro-coagulant state that was correlated with activation of the TLR2 and
TLR4 signalling pathways. Indeed, we demonstrated in an experimental model that the admin-
istration to mice of aPL obtained from patients with primary APS, caused marked endothelial
dysfunction in small resistance arteries. This alteration was characterized by an altered NO
bioavailability, secondary to increased oxidative stress and inflammation [10]. Moreover, all
these alterations were prevented by infliximab [11], suggesting a direct effect of TNFo. in the
pathophysiology of APS.

Hydroxychloroquine (HCQ), an antimalarial drug, is commonly used in rheumatic diseases
i.e. SLE, but some evidences for its interest in APS have recently emerged [12]. Indeed, HCQ
reversed platelet activation induced by human aPL [13,14] and protected the annexin A5 anti-
coagulant shield from disruption by APL. One retrospective case series has shown the interest
of HCQ in reducing recurrent thrombosis in patients [12]. However, there is a paucity of data
supporting the efficacy of HCQ on coagulation parameters. Indeed only one clinical study has
recently reported that HCQ reduced soluble TF levels in APS patients, without any change in
thromboelastographic test [15]. Therefore, the aim of our preclinical study is to investigate
whether HCQ reverses coagulation parameters and modulates vascular endothelial function,
and then protects mice against arterial thrombosis.

Methods
Patients and Ig purification

Serum samples were pooled from the serum of six patients with primary arterial APS who ful-
filled the international classification criteria for this disease (Table 1), and from 2 healthy
blood donors. Written informed consent was obtained from each subject. The study was con-
ducted according to the recommendations set forth by the declaration of Helsinki on biomedi-
cal research involving human subjects. The study was approved by the local ethics committee
(CPP nord ouest), and all participants provided written informed consent. The study was reg-
isters online at https://eudract.ema.europa.eu/results-web/ under the unique identifier Eudract
2015-002182-38.

Plasma sample were tested according to the updated criteria (1) for lupus-anticoagulant.
Serum aCL IgG autoantibodies and anti-B2GPI IgG were determined by chemiluminescence
(QUANTA Flash assays INOVA Diagnostic, Inc) according to the manufacturer’s instructions.
APL and non-specific IgG samples were obtained by purification of serum samples using

Table 1. Antiphospholipid syndrome patients and antiphospholipid antibody (aPL)-binding characteristics.

Clinical Anticardiolipin IgG AntiB2GP1 IgG LAC
Patient 1 Stroke 110 599
Patient 2 Myocardial infarct 90 2753 -
Patient 3 Stroke 105 1056 -
Patient 4 Stroke 0 4020 -
Patient 5 Renal infarction 115 658 -
Patient 6 stroke 36 429 -

https:/doi.org/10.1371/journal.pone.0212614.t001
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protein G-Sepharose affinity chromatography (Nab prot G spin column, Fischer Scientific
France) [11]. The samples were positive for anti-B2GPI-IgG and anticardiolipin IgG when
concentrations above 1860 CU and 105 CU, respectively, were measured. Lack of endotoxin
was confirmed using the Limulus amebocyte lysate assay (Thermofischer).

Preparation of HCQ

HCAQ tablets (Plaquenil, Sanofi-Aventis, France), each containing 200mg of the molecule, were
mashed and solubilized with NaCl 0,9% at 2 different concentrations: Img/mL or 10mg/mL,
and then kept at 4°C until used.

Murine model of APS and treatments

Male C57BL/6 mice were obtained from Janvier (Le Genest Saint Isle, France). All experiments
were performed in accordance with protocols approved by the Institutional Review Boards.
(Comité d’Ethique NOrmandie en Matiére d’EXpérimentation Animale ENOMEXA n°54).

APS was induced in mice as described previously [7] by a single i.v. injection of a 300uL
(4.2mg) aPL. Control groups received either saline (sham) or 300uL of serum without antipho-
spholipid activity obtained from healthy donors (NSIg). These injections were given through
an insulin syringe (29 G, Myjector U-100 INSULIN). The mice were treated by daily tube-fed
with HCQ at 12pg/g for 7 days.

On day 7, mice were anesthetized with 3.6mg/kg xylazine (Rompum 2%, Bayer, France)
and 90mg/kg ketamine (Imalgéne 1000, Merial, France) intraperitoneally and underwent
laparotomy.

Ex-vivo vascular studies

A first-order division segment of the mesenteric artery was carefully dissected free with a dis-
secting microscope. Artery segments 1.5-2.5 mm long and 150-250 um in diameter were
mounted in a small myograph for isometric tension recording (Danish Myo Technology A/S,
Aarhus, Denmark). Care was taken during the dissection procedure to avoid damage to the
endothelium. After equilibration, the vessels were stretched to a physiological tension and
allowed to equilibrate for 30 minutes, during which the chamber temperature was progres-
sively increased to 37°C. Normalization procedure was performed as previously described.
After a 30-minute equilibration period, segments were precontracted by a single concentration
of phenylephrine (10°M) and relaxations induced by increasing concentrations of acetylcho-
line (10'9M to 3.10°M; endothelium-dependent relaxation) or the nitric oxide donor sodium
nitroprusside (SNP 10~ to 10"°M; endothelium-independent relaxation) were assessed. Rings
were washed twice and allowed to equilibrate for 20 minutes between each concentration-
response curve. The contribution of NO to the relaxations to acetylcholine was also assessed
by 30 min preincubation with the NO synthase inhibitor NG-nitro-L-arginine (L-NNA: 10™*
M).

To investigate the possible contribution of NADPH oxidase, mesenteric arteries were incu-
bated with apocynin 10™*M for 60 min.

In vivo thrombosis model

Carotid artery thrombosis. Mice were anesthetized as described previously, and the right
common carotid artery was exposed. A 1x1 mm strip of filter paper (Whatman n°1) saturated
with 10% ferric chloride (FeCl3) was applied directly to the outer vessel side. At 3 min, the
strip was removed, and the vessel was washed with saline solution. An ultrasonic flow probe
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(Transonic T410 model) was placed around the carotid artery immediately above the injured
site. Blood flow was then recorded for 30 min or 5 min until complete occlusion of the carotid
artery, defined by the absence of detectable flow.

Mesenteric artery thrombosis. Mice were anesthetized and the mesentery was exposed.
An area containing more than 3 mesenteric divisions was selected for the study. A 10 mm-
wide strip of Whatman filter paper was soaked in 10% saturated FeCl3 solution and applied
for 1 min to the surface of the mesentery on the selected area. For platelet labelling, 100ul Rho-
damine 6G 0.05% and 150uL FITC-dextran 500kDa 0.1% (to label the circulating lumen) were
administered through a catheter inserted in the jugular vein. Animal were maintained at 37°
by a thermo-controlled plate and the mesentery was perfused with a 37" saline solution. The
perfused animal positioned onto a temperature-controlled plate was directly transferred onto
amotorized stage of a confocal macroscope (TCS LSI, Leica Microsystems, Nanterre, France).
To visualize FITC-dextran and Rhodamine 6G, the tissue was illuminated with a 488 nm or a
532 nm wavelength light by means of a laser diode through a confocal laser scanning macro-
scope equipped with a x2 dry objective (NAmax: 0.224, working distance: 39 mm, diameter: 58
mm, Leica Microsystems). In a sequential mode, the green fluorescence emission was detected
from 500 to 530 nm and the orange fluorescence emission from 550 to 600 nm. Images were
recorded before the FeCl3 injury and each minute for 30 min. At the end of the experiment a
Z stack acquisition was performed to visualize the entire vascular bed in the analysed area.
Lumen (FITC labelled) and the sum of thrombosis area were quantified using image J soft-
ware. Results were expressed as percentage thrombosis surface / total arterial lumen.

TF expression. RNA was isolated from mice aorta using TRIZOL reagent (Invitrogen).
Real time (RT)-PCR was performed using primers directed toward TF and 18s RNA (Invitro-
gen). PCR experiments were performed using a Light Cycler-Fast Start DNA Master SYBR
Green I kit (Roche). Quantitative PCR was performed in a total reaction volume of 20 pL per
capillary for the Light Cycler format. The number of cycles at which the best-fit line through
the log-linear portion of each amplification curve intersects the noise band was inversely pro-
portional to the log of copy number. The resulting 18S values were used as standard for presen-
tation of the mRNA data of the different transcripts. Oligonucleotide primers were designed
according to the published sequences: 18S gene was amplified with forward GTGGAGCGATT
TGTCTGGTT and CGCTGAGCCAGTCAGTGTAG reverse primers of 200 bp each, Tissue fac-
tor gene with forward CATGGAGACGGAGACCAACT and TAAAAACTTTGGGGCGTTTG
reverse primers of 69 bp each, eNOS GACCCTCACCGCTACAACAT and CACAGGATGAG
GTTGTCCT reverse primers of 77 bp each,

ELISA assays. On day 7, the inferior vena cava was punctured using a 1 mL syringe previ-
ously impregnated with heparin (heparin Choay 25.000 IU / 5 mL), to withdraw an average of
0.7 mL whole blood. Blood was then centrifuged at 825 g at 4°C, and plasma was frozen at
-80°C. Levels of adhesion molecules VCAM-1, E-selectin and TNFo. were measured in plasma
by sVCAM-1/CD106 Quantikine ELISA Kit, E-Selectin/CD62E Quantikine ELISA Kit (R&D
system), and TNFo Quantikine ELISA Kit (R&D system). The plates were read by a BIOTEK
ELx800 analyzer (BIOTEK, France).

Western blot assays. Carotid or mesenteric arteries were homogenized by mechanical
disruption in cold Phosphosate Extraction Reagent (Novagen) lysis buffer. The homogenized
tissue was separated by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (7% Crite-
rion XT Tris-Acetate Protein Gel, Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA). Total Proteins were
visualized via a stain-free gel imaging system (Bio-rad Gel Doc EZ Membranes). Proteins were
transferred on membranes by using a Transblot Turbo transfer system (Bio-rad). Membranes
were incubated with the following primary antibodies: Anti TF (Abcam AB151748), anti-
eNOS (monoclonal; Transduction Laboratories), anti-P-eNOS (monoclonal; serine 1177;
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Serva, Heidelberg, Germany). Membranes were washed again and incubated with a secondary
antibody (Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, USA). Densities of the specific
bands were assessed on a ChemiDoc System with Image Lab Software. Results are presented as
aratio vs. 18S or a P-eNOS/eNOS ratio (to estimate eNOS activation).

Thrombin generation. Assessment of thrombin generation in mice has been previously
described [16]. Briefly, blood was drawn from the inferior vena cava into a syringe containing
3.2% sodium citrate (1/10 volume). Blood was centrifuged at 2250 g for 15 min and the super-
natant was then centrifuged at 13000 g for 5 min to obtain platelet-free plasma, which was fro-
zen at -80°C.

Thrombin generation was measured in duplicate by calibrated automated thrombography
using a Fluoroscan Ascent fluorometer (Thermoscientific Labsystems, Helsinki, Finland).
Thrombin generation curves and endogenous thrombin potential (ETP) were calculated using
the Thrombinoscope software (Thrombinoscope BV, Maastricht, The Netherlands). 20ul
plasma was mixed with 1pM tissue factor and 4uM phospholipids (low PPP reagent, Diagnos-
tica Stago, Asniéres, France). The reaction was started with 20 pL. FLUCAKkit (FLUCAKit, Diag-
nostica Stago, Asniéres, France) containing calcium chloride and the fluorogenic substrate
(Z-Gly-Gly-Arg-AMC). Activated protein C (APC) was used at 25 nM and APC resistance
(APCr) was assessed by quantification of the effect of APC on ETP and standardized on nor-
malized APCr (nAPCR) determined in the presence (ETP+APC) or absence of APC (ETP).
The normalization was done with a pool of healthy mice plasma (HMP).

Cell culture. Immortalized aortic endothelial cells (TeloHAEC; ATCC CRL-4052, USA)
were expanded with Endothelial Cell Growth Kit VEGF (ATCC PCS-100-041, USA) supple-
mented by 10 units/ml penicillin and 10pg/ml streptomycin (P4333, Sigma Aldrich, France) at
37°C in humidified atmosphere with 5% CO2. Adhesive cultures were developed in 75 cm?
culture flasks. At 90% confluence, cells were incubated with trypsin for 5 min at 37°C then
Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline was added to neutralise trypsin. Cells suspensions were
centrifuged 5 min at 150 g and pellets were suspended in culture medium. Cells were seeded at
least 24 hours and the confluence was 80-90% in each well prior to incubation with aPL or
control IgG.

Treatment: To test the effects of aPL on HAEC, cells were resuspended to a density of 3.10°
cells/mL in medium and incubated with aPL (100ug/ml) without or with hydroxychloroquine
(1 pg/mL), or a as negative control (nonspecific IgG; 100ug/ml) [14] for 4 hours at 37°. To
investigate the possible contribution of NADPH oxidase, HAEC were incubated with niflumic
acid (NFA) 0.1mM 4 hours prior to aPL.

Western Blot: HAEC were lysed in RIPA buffer (Abcam) and a cocktail of proteases inhibi-
tors were added (Complete Ultra tablets EDTA free from Roche). The primary antibodies used
were anti MYD88 (Abcam AB2064), Anti TF (Abcam AB151748) and anti VCAM-1 antibod-
ies (Santa cruz-sc 8304).

Thrombin generation assay: Cells were cultured in 96-well plates and allowed to adhere at
37°C in humidified atmosphere with 5% CO,. At 90% confluence, cells were incubated for 4
hours with different concentrations of aPL, aPL + HCQ or NS-IgG. Culture mediums were
removed and 80ul PPP was added to each well. Thrombin generation was initiated with 1 pM
or 5 pM TF and 4 uM aPL. Thrombin generation was performed the same day for each condi-
tion, in order to reduce the variation of thrombin generation due to variable confluence.

Flow cytometry: HAEC were incubated with aPL for 4 hours, after which staining was per-
formed with PE/Cy7 anti-human CD141 (thrombomodulin clone 80 BioLegend). Cohesive
cells were incubated with acutase.

Data analysis. All results are expressed as mean + SEM. In all in vitro experiments, n
represents the number of animals from which the arteries were taken (5 to 8 mice). For
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quantitative variables, i.e. ETP, peak thrombin, VCAM-1, E-selectin expression, data were ana-
lyzed by ANOVA followed when significant by a Tukey post hoc test. Contractile responses
are expressed in millinewtons (mN) and normalized to vessel length (mN/mm), and relaxing
responses are expressed as percentage of reversal of the contractions induced by phenyleph-
rine. ANOV A for repeated measures was used to determine the concentration-response
curves and in the study of the carotid blood flow. Difference between groups was analysed by a
Student t-test when appropriate. Data were analyzed using Prism 5.0 from Graph Pad Soft-
ware. A P value < 0.05 was considered statistically significant.

Results
aPL-induced prothrombotic state and inflammation is reversed by HCQ

In mesenteric arteries. aPL mice had a larger clot to arterial surface ratio, compared to control
(aPL 33.53+5.78% vs. control 10.3+2.90%; P<0.01), (Fig 1A and 1B). HCQ significantly
reduced mesenteric thrombosis (aPL-HCQ 10.53+3.08%; P<0.01 vs. aPL).

In the carotid thrombosis model (Fig 1C), carotid flow rapidly decreased more rapidly in
the APL group, compared to control (P<0.05), while no occlusion appeared after 30 min of
follow-up in the aPL-HCQ group. (P<0.001).

Western blot analysis showed that untreated aPL mice displayed a marked increase in TF
levels compared to controls (aPL 0.63+0.07; control 0.32+0.03; P<0.01) and this was reduced
by HCQ (aPL-HCQ 0.42+0.26; P<<0.05 vs. aPL) (Fig 2E). Furthermore, when compared to
control, TF mRNA expression tended to increase in aPL mice (aPL 1.29+0.19; control 0.90
+0.19; P = 0.21) while HCQ reduced this expression (0.86+0.09; P = 0.048 vs. aPL) (Fig 2F).
Finally, TF expression increased in HAECs after 2h exposure to aPL (supplemental data), and
this was significant avec 4h (aPL 0.33£0.04; control 0.18+0.04; P<0.05). HCQ significantly
decreased TF expression, that returned to baseline values (aPL-HCQ 0.14+0.01; P<0.01 vs.
aPL) (Fig 3D). The endosomal NADPH oxidase inhibitor NFA (0.1mM), reduced TF expres-
sion that returned to baseline values suggesting that the polyclonal antibodies used were acti-
vating the NADPH oxidase pathway (aPL-NFA 0.19+0.02 P<0.05 vs. aPL),(Fig 3D).

Results with assessment of thrombin generation in mice are shown in Fig 2. aPL mice dis-
played a significant increase in ETP (aPL: 237.40+23.78; control: 116.3+14.81 P<0.01) and
peak thrombin generation (aPL 45.23+5.67; control 21.88+1.57 P<<0.01). HCQ induced a sig-
nificant decrease in ETP (146+11 P<0.05 vs. aPL) and peak (23.894+3.10 P<0.05 vs. aPL) sug-
gesting a reduced procoagulant state.

Results on thrombin generation test in endothelial cells HAEC are shown in Fig 3. Com-
pared to control, aPL significantly increased ETP (aPL 683.40+74.11; control 326.50+45.82;
P<0.01)and peak thrombin (aPL 48.52+4.11; control 27.37+2.36; P<0.01). HCQ markedly
decreased both ETP (aPL-HCQ 367.00+29.45; P<0.01 vs. aPL) and peak thrombin generation
(aPL-HCQ 29.61+2.86; P<0.01 vs. aPL

Finally, as we used a high concentration of TF to trigger thrombin generation, we investi-
gated the surface expression of thrombomodulin on HAEC, in order to explain the excess of
ETP (Fig 3E). aPL significantly decreased TM expression (aPL 39.68+0.35; control 52.30+0.40;
P<0.001), and this was reversed by HCQ significantly improved the TM expression
(aPL-HCQ 44.63+0.37; P<0.001 vs aPL.).

aPL-induced endothelial dysfunction is reversed by HCQ

We first studied endothelial function by measuring the relaxation induced by increasing con-
centrations of acetylcholine (10-9 to 3.10°M) in mouse mesenteric arteries (Fig 4A). In
untreated mice, aPL reduced the responses to acetylcholine compared to control and NSIg
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httpsz//doi.org/10.1371/journal.pone.0212614.g001

(control 99+1%; NSIg 97+0.2%; APS 47+6%; P<0.001) while responses to SNP were similar in
all groups (Fig 4D). This demonstrates that aPL induces severe endothelial dysfunction in
untreated mice.

In aPL mice, HCQ induced a significant improvement in the relaxing response to acetyl-
choline, as compared to untreated mice (aPL-HCQ 96+1%; P<0.001 vs. aPL). Indeed, the
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relaxations to acetylcholine in HCQ-treated aPL mice were not significantly different from
those of control and NSIg (Fig 4B). Furthermore, HCQ did not affect the response to ACH
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Fig 3. Effects of HCQ on procoagulant and inflammatory properties in endothelial cells. (A)Thrombin generation curves, (B) endogenous
thrombin potential, and (C) peak thrombin measured in the presence of Activated C protein (APC) by calibrated automated thrombography (CAT)
in HAEC. (D) Tissue factor expression measured in HAEC with or without niflumic acid 0.1mM by western blotting (E)Thrombomodulin
quantified by flow cytometry assay, expressed in mean fluorescence intensity. (MFI) Values are mean+SEM “: P<0.05; “*: P<0.01 ***: P<0.001;
n=>5/group.
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and SNP in control mice (Fig 4B and 4E). The relaxing response in treated mice was markedly
reduced by the NO synthase (NOS) inhibitor L-NNA (107" M) demonstrating that the
improvement in relaxation induced by HCQ is largely due to an increased NO-mediated relax-
ation (Fig 4C). Previous studies have demonstrated that aPL-induced endothelial dysfunction
was mediated by inhibition of eNOS activation [17] and mRNA expression[11]. To determine
whether hydroxychloroquine normalize eNOS activation we measured the P-eNOS/eNOS
ratio (Fig 4F) and eNOS mRNA expression (Fig 4G) in mesenteric arteries and aortas in mice.
HCQ induced a significant increase in P-eNOS /eNOS ratio (aPL 0.87+0.08; aPL-HCQ 2.46
+0.47 P = 0.038) and in eNOS mRNA expression (aPL 0.53+0.05; aPL-HCQ 0.73+0.03).

In addition to the assessment of the vascular function, we measured the effect of HCQ on
inflammatory biomarkers. Compared to control, APL mice displayed a marked increase in
soluble levels of VCAM-1 (control 12.08+0.64, aPL 15.81+ 1.04; P<0.01) and E-selectin (con-
trol 51.58+4.00; aPL 93.05+ 7.58; P<(0.001; Fig 2G and 2H). In contrast, when compared to
untreated mice, HCQ induced a significant drop in levels of sVCAM-1 (aPL-HCQ 12.99+0.29;
P<0.05 vs. aPL) and sE-selectin (APL-HCQ 57.70+1.81; P<0.01 vs. aPL). Finally, aPL
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increased plasma TNFo (aPL26.60+6.54; Control 16.65+3.26; P<0.01), however this was not
affected by HCQ (aPL-HCQ 28.75+2.65).

Discussion

The present study demonstrates the beneficial effects of HCQ on thrombotic status in APS,
evidenced by reduced clot formation and thrombin generation in both a mouse model and in
human endothelial cells. One most likely mechanism for these beneficial effects is the improve-
ment of endothelial function (restored NO production), associated with correction of the pro-
inflammatory phenotype observed both in vivo and in vitro.

Although APS is primarily characterized by thrombosis and obstetric morbidities [1], its
prothrombotic status has rarely been addressed. Several studies reported increased monocyte
TF expression in APS patients[18-20]. A few in vitro experiments also support a key role for
aPL in the induction of TF expression [21-24], as confirmed in the present study. The expres-
sion of TF by HAEC increased after 2 hours and was significant after 4 hours incubation with
aPL. This incubation time has previously been reported by Pierangeli et al in HUVEC [25].
More recently, Muller-Calleja et al. found that the time course of TNFo release by monocyte
was dependent on the type of aPL. Indeed, TNFo. release by MonoMac cells in the presence of
HL5B and J7G aPL was maximum between 3 and 6 hours. Our results are also consistent with
those of Prinz et al. showing that HL5b antibodies induced endothelial TF mRNA expression
starting at 2 hours and peaking at 4 hours [26]. Since TF triggers the extrinsic pathway of the
coagulation cascade leading to the production of thrombin, we then assessed aPL-induced
thrombin generation. Therefore, the significant increase in ETP and peak thrombin generation
in mice is consistent with the changes in TF and appears more pathologically relevant, since
the thrombin generation test evaluates the overall activation and inhibition of haemostasis
[27]. Indeed, some reports suggest that detection of an altered thrombin generation under in
vitro conditions might closely mimic what occurs in vivo and then provide a good estimation
of the total coagulation potential, compared to traditional coagulation tests [28]. Our results
are in line with clinical studies describing an association between an unbalanced thrombin
generation and thrombotic risk in APS [29-31].

In addition, since a recent study suggests that the prothrombotic effect of anti-B2GP1 anti-
bodies involves both the expression of TF and TM in endothelial cells [32], we assessed throm-
bomodulin expression in HAEC to determine whether aPL increase ETP and peak thrombin
generation test despite a high concentration of TF in our experiments. Thus, the decreased
expression of TM after exposure to aPL that is partially reversed by HCQ confirms its impor-
tant role in the thrombin generation in APS and suggests a potential mechanism by which
HCQ prevents thrombosis. This is confirmed by the results in the in vivo models of thrombo-
sis, where HCQ reversed FeCl;-mediated thrombosis. Therefore, we demonstrated that HCQ
improves the TF expression, thrombin generation and in vivo thrombosis. Edwards et al. pre-
viously found that the thrombotic profile was improved in APS mice treated with HCQ [33].
Recently, the results of an open-label study confirmed in patients receiving HCQ for 3 months
areduction in soluble TF levels, suggesting an antithrombotic effect. However, they failed to
show any effect on thromboelastography [15]. Therefore, to date the effects of HCQ on the
thrombin generation test have not been reported in clinical studies. Indeed, Cohen et al. in the
RAPS study, were unsuccessful to use thrombin generation as primary endpoint to investigate
the efficacy of an antithrombotic treatment [34].

Because endothelial dysfunction is a well-recognized contributor of the procoagulant status
in APS, we investigated the endothelial effect of HCQ [7]. This dysfunction is directly medi-
ated by aPL, as demonstrated by transfer experiments in cell cultures [25] and in mice [11].
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Herein, our experiments confirm that aPL induce an endothelial dysfunction as demonstrated
both by the overexpression of adhesion molecule VCAM and E selectin and the altered endo-
thelium dependent relaxation to acetylcholine. The results of the inhibitory effect on vascular
relaxation by L-NNA confirmed the central role of NO in the aPL-induced endothelial dys-
function and its improvement by HCQ. This hypothesis is also supported by the observed
decrease in an index of NOS activation (mesenteric phosphorylated S1177 eNOS/eNOS ratio)
in APL mice that is reversed by HCQ. Recently preclinical studies indicated that APS-related
thrombosis was due to eNOS inhibition via apolipoprotein E receptor 2 (apoER2)-dependent
processes. Some reports demonstrated that, in endothelial cells and in mice, aPL activates the
protein phosphatase 2A (PP2A) leading to a dephosphorylation of S1179 (S1179 in bovine
cells, 1177 in human) and finally to decreased NO production [17,35].

Recently, a study demonstrated that HCQ may interfere with the TNFo. pathway in endo-
thelial cells directly exposed to this cytokine [36]. We previously reported that vascular dys-
function in APS was largely mediated by TNFa since treatment with infliximab improved
endothelial function through modulation of the NO pathway. We can assume that the effect of
HCQ is partially secondary to its anti TNFo. properties. However, we previously failed to dem-
onstrate an effect of infliximab on eNOS mRNA levels [11]. In this study, HCQ significantly
improved eNOS mRNA expression and protein content, suggesting that it may stimulate tran-
scription or posttranscriptional regulation of eNOS expression.

Our results should be analyzed in regard to the recent publication of Miiller et al. who
showed that the signaling pathway of aPL was epitope-dependent. It is interesting to note that
HCQ affected only the anticardiolipin antibody (HL5b) which is cofactor-independent as well
as the one that recognizes both cardiolipin and B2GP1 (J7G).

The possible role of NADPH oxidase inhibition in the antithrombotic effects of HCQ has
been demonstrated previously [37]. In our study, we have also found that NFA, an endosomal
NADPH inhibitor, prevented aPL-induced TF overexpression in HAEC [38], suggesting that
NADPH oxidase is the cornerstone of endothelial dysfunction mediated by aPL, and of the
protective effect of HCQ.

One potential limit of our study is that it used used a preparation containing different sub-
populations of aPL however, the used of pathogenic aPL may closely represent the clinical set-
ting, where most APS patients have more than one aPL species.

Conclusion

The present study demonstrates the beneficial effect of HCQ on the prothrombotic state, most
likely related to the improvement of endothelial function. Potential mechanisms include
improvement of thrombomodulin expression and restored eNOS activation via inhibition of
endosomal NADPH oxidase. Therefore, HCQ may be of special relevance in clinical practice
and, this hypothesis warrants evaluation. In this regard, we are currently conducting a ran-
domized controlled trial (APLAQUINE) that investigates whether treatment with HCQ modu-
lates vascular endothelial function and coagulation parameters in patients with APS
(NCT02595346).
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Ce quatrieme travail a évalué le test de génération de thrombine chez différents types de SAPL.

Nous avons inclus rétrospectivement 41 patients avec les criteres de classification de Sydney (SAPL
thrombotique, SAPL obstétrical) et avec la persistance d’aPL sans événement clinique (SAPL
biologique). Le test de génération de thrombine a été effectué sur plasma pauvre en plaquettes (PPP).

La résistance a 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 biologigue 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
I'action des aPL, qui se lient aux PL présents dans le réactif du TGT (comme ce qui est observé avec
I'allongement du TCA des patients SAPL). Une augmentation de I'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
contréle (27,2+13,8%).

Ces résultats suggerent un état hypercoagulable chez les patients SAPL sans traitement anticoagulant.
Une donnée jamais décrite dans la littérature est I'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 a 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, a savoir un état d’hypercoagulabilité plus important a I'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
I'hydroxychloroquine (321) (139) ou la rapamycine (322). Ces différents traitements sont instaurés lors
de SAPL secondaire a 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 a risque, il n’a pas fait la preuve de son intérét
pour décider de la mise en route d’un traitement de prophylaxie primaire. L’utilisation d’'un marqueur
biologique de I'état pro-coagulant chez des patients indépendamment de leur profil immunologique

pourrait améliorer I'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 a 1% par an, en I'absence de co-morbité
associée(323), et 5.3% si le SAPL est associé a une triple positivité, le sexe masculin et les facteurs
de risques habituels de TVP (325). Le niveau de preuve reste faible sur I'utilisation de I'aspirine en
prévention primaire (121) et les résultats d’'une méta-analyse ont démontré qu’une prophylaxie dans

les situations a 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 a celle du groupe contréle. Il
existe seulement un allongement du temps de latence identique a 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 méme 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 synthese (327). Une étude sur un modeéle 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 'absence de différence entre le groupe contréle 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 critére 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 I'année qui a suivi le TGT. Chez ces derniers, les parametres du TGT étaient
augmentés au moment de I'étude. Des études ont été faites sur le TGT et la récidive de thrombose
chez des patients sans thrombophilie constitutionnelle ou acquise aprés arrét 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 a un risque de
récidive de 20% a 4 ans alors que Chaireti et al. ont retrouvé des résultats opposés (pic de thrombine
plus faible associé a une récidive). Les conditions analytiques dans ces études n’étant pas les mémes,
il est difficile de les comparer. Une étude chez les patients SAPL serait intéressante pour évaluer le

risque de récidive.
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Abstract: Antiphospholipid syndrome (APS) is associated with thrombotic events (tAPS) and/or
obstetrical morbidity (0APS), with persisting antiphospholipid antibodies (aPL). Despite an update
of aPL in 2006, several patients had typical clinical events without the classical biological criteria.
The aim of our study was to evaluate the hypercoagulability state with both thrombin genera-
tion (TG) profiles and activated protein C resistance (aPCR) in different types of APS. Methods:
We retrospectively included 41 patients with Sydney criteria classification (tAPS, 0APS) and no
clinical manifestation of APS with persistent aPL (biological APS). A thrombin generation assay
was performed with a Fluoroskan Ascent fluorometer in platelet-poor plasma (PPP). Activated
protein C resistance was measured as a ratio: ETP,,pc/ETP_spc % 100. Results: Thrombotic APS
and oAPS had an increase of global thrombin generation (ETP qpiro1 = 808 nM.min (756-853) vs.
1265 nM.min (956-1741) and 1863 nM.min (1434-2080), respectively) (Peak onirol = 78 nM (74-86)
vs. 153 nM (109-215) and 254 nM.min (232-289), respectively). Biological APS had only a lag time
increase (Toonirol = 4.89 £ 1.65 min vs. 13.6 + 3.9 min). An increased aPCR was observed in tAPS
(52.7 4 16.4%), oAPS (64.1 4 14.6%) as compared to the control group (27.2 £ 13.8%). Conclusion:
Our data suggest an increase of thrombin generation in thrombotic and obstetrical APS and no
hypercoagulable states in patients with biological APS. The study of a prospective and a larger
controlled cohort could determine the TGA useful for APS monitoring and could confirm an aPCR
evaluation in PPP.

Keywords: antiphospholipid syndrome; thrombin generation assay; hypercoagulability; activated
protein C resistance

1. Introduction

Antiphospholipid syndrome (APS)is associated with thrombotic events (tAPS) and/or
obstetrical morbidity (0APS), with persisting antiphospholipid antibodies (aPL) [1].
In tAPS, a thrombotic recurrence is observed in 16% of patients. Because of anticoagulant
treatments, bleeding could also occur in APS. Then mortality is about 10% at 10 years [2].
APS could be primary or secondary to autoimmune diseases (principally systemic lu-
pus erythematosus (SLE)) [3]. However, persisting aPL in autoimmune disease is not
always associated with vascular injury and thrombotic events [4]. In addition, recently, a
retrospective study demonstrated a thrombotic risk increased in 0APS [5].

Moreover, several patients, were considered as “asymptomatic” APS or biological APS
(bAPS), with persisting aPL without clinical event. These patients had a global thrombotic
risk equivalent to that of the general population [6]. However, no biomarkers have been
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developed to evaluate the thrombotic risk of bAPS and possibly, to initiate primary throm-
bosis prevention. In humans, the hypercoagulability state can be evaluated with a thrombin
generation assay (TGA) [7-9]. Antiphospholipid syndrome has already been evaluated
by TGA. An increased lag time was observed in platelet-poor plasma (PPP) [10] and an
activated protein C resistance (aPCR) in platelet-rich plasma (PRP) [10,11]. Moreover, aPL
induced a hypercoagulability on endothelial cells demonstrated with TGA [12-14].

The aim of our study was to evaluate the hypercoagulability state in APS after a short
discontinuation of anticoagulant with both thrombin generation (TG) profiles and activated
protein C resistance (aPCR) in different types of APS.

2. Materials and Methods

We retrospectively included patients with Sydney criteria classification [15] (tAPS,
0APS) and no full criteria classification (bAPS)). Clinical data, biological results, treat-
ment and clinical outcomes were retrieved from hospital medical records. tAPS patients
who had transitory stop anticoagulant treatment were also included. Patients were con-
sidered as bAPS when an aPL positive test persisted for more than 12 weeks without
clinical event. Antiphospholipid syndrome patients with congenital thrombophilia (an-
tithrombin, protein C and S decrease, factor Il and V Leiden mutation), inducing increased
thrombin generation, were excluded. Patients with anticoagulant treatment, acute inflam-
matory syndrome, active neoplasm, or were pregnant, were excluded (TG modification).
We compared to a control group of 25 healthy volunteers, without history of thrombosis.

The two different coagulation tests used to detect the lupus anticoagulant according
to the International Society of Thrombosis and Hemostasis recommendations [16] were a
sensitive activated partial thromboplastin time assay (PTT-LA, Diagnostica Stago, Asnieres
sur Seine, France) and a phospholipid dependence assay with diluted Russell viper venom
test (STA-staclot DRVV screen and STAstaclot DRVV confirm, Diagnostica Stago, Asniéres
sur Seine, France).

Anti-cardiolipin (aCL) and anti-b2GP1 antibodies of IgM and IgG isotypes were
detected in the serum by the routinely used ELISA methods: QUANTA lite [gM ACA III
(Inova, WERFEN, Le Pré Saint Gervais, France) and QUANTA lite IgG ACA III (Inova,
WEREFEN, Le Pré Saint Gervais, France) for aCL IgM and IgG, respectively, and EA b2-
Glycoprotein I IgM (Phadia, Thermo scientific, Villebon sur Yvette, France) and EliA b2-
Glycoprotein 1 IgG (Phadia, Thermo scientific, Villebon sur Yvette, France) for anti-b2GP1
IgM and IgG, respectively.

Thrombin generation assay was performed with Fluoroskan Ascent fluorometer (Ther-
moscientific Labsystems, Helsinki, Finland). Thrombin generation (TG) was triggered
by a low concentration of TF (1 pM) (PPP Low reagent, Diagnostica Stago, Asnieres,
France). For aPCR, 6.7 nM of activated protein C were added (gift from Dr V Régnault,
Université de Lorraine, INSERM, DCAC, F-54000 Nancy, France). Activated protein C
resistance was measured as a ratio: ETP,pc/ETP _,pc x 100. All data were expressed as
mean £ SD or median =+ interquartile range. Data were analyzed with Graphpad Prism
5.0 (Graphpad Software Inc, San Diego, CA, United States) and with Excel 2016 (Microsoft,
Albuquerque, NM, United States). One way ANOVA, Kruskall —Wallis test, and Dunn’s
multiple comparison test were used. p-values < 0.05 were considered significant.

3. Results

Forty-one patients were included: 19 tAPS, 11 0APS, 11 bAPS (5 of them with sec-
ondary bAPS). The details are reported in Table 1.
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Table 1. Clinical and biological characteristics of patients. tAPS: thrombotic antiphospholipid syn-
drome. 0APS: obstetrical antiphospholipid syndrome. bAPS: biological antiphospholipid syndrome.
EPL: early pregnancy losses. IGR: placental insufficiency with intrauterine growth retardation.
APL: antiphospholipid antibodies. LA: lupus anticoagulant. aCL: anticardiolipine. Anti-B2GPI:
anti-beta-2-glycoprotein I.

Control tAPS 0APS bAPS
N 28 19 11 11
Age (years) 495+ 183 36.3 + 8.8 57.1+197
Sex (women/men) 16/3 11 10/1
Thrombotic event
Venous thrombosis 10
Arterial thrombosis 74
Both 2
Obstetrical complication
EPL 4
Late miscarriages 4
HELLP syndrome 2
IGR 1
APL
LA 4 2 8
aCL IgM/IgG 7/5 1/6 5/3
Anti-p2GPI IgM/IgG 0/4 1/1 3/0
Double positivity 1 1
Triple positivity 2 2 3

Among tAPS, ten (53%) patients had venous thrombosis, seven arterial thrombosis
(37%) and two had both. Three patients had secondary APS associated to SLE. The throm-
botic events occurred 5.0 £ 4.6 years before TGA. During the study, the patients were
treated with antiplatelet agents (5 low dose aspirin and 2 clopidogrel). Anticoagulant
treatment was resumed after the study in the tAPS group (8 VKA and 2 rivaroxaban). Four
patients with SLE were treated with hydroxychloroquine (HCQ). No patients developed
thrombotic events during the stop and restart anticoagulation treatment.

Among oAPS, four (36%) had early pregnancy losses, four late miscarriages (36%),
two HELLP syndromes, one feature of placental insufficiency with intrauterine growth
retardation. No oAPS had a thrombosis history or other systemic diseases.

Among the 11 patients identified as bAPS, 6 patients had primary bAPS, diagnosed
with increased activated partial thrombin time. Five (45%) were secondary to SLE in four
cases and one to theumatoid arthritis in four cases. No bAPS patient had double or triple
positivity. Five patients had a lupus anticoagulant.

Hypercoagulability in Clinical Antiphospholipid Syndrome

Thrombin generation profiles showed a significant difference between APS groups
(Figure 1A,B). When the APS groups were compared to the control group, bAPS had an
increased lag time (Tontrol = 4-89 £ 1.65 min vs. 13.6 £ 3.9 min) but no difference in
thrombin formation. Thrombotic APS and 0 APS had an increase of global thrombin gen-
eration (ETP 01 = 808 nM.min (756-853) vs. 1265 nM.min (956-1741) and 1863 nM.min
(1434-2080), respectively) (Peak.ontrol =78 nM (74-86) vs. 153 nM (109-215) and 254 nM.min
(232-289), respectively.
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Figure 1. Thrombin generation profiles in antiphospholipid syndrome patients. (A) Endogenous thrombin potential.
(B) Thrombin peak. (C) Activated protein C resistance. Kruskall-Wallis and Dunn’s multiple comparison test were
used. tAPS: thrombotic antiphospholipid syndrome. 0APS: obstetrical antiphospholipid syndrome. bAPS: biological
antiphospholipid syndrome. Circle is for control. Square is for thrombotic antiphospholipid syndrome in figure A et B, and
obstetrical antiphospholipid for C. Triangle is for obstetrical antiphospholipid syndrome in figure A et B, and thrombotic
antiphospholipid for C. tAPS and 0APS are described in legend.

A nonsignificant ETP increase was observed in tAPS (p = 0.08) and a significant
increase in 0APS (p = 0.02), compared to bAPS. A significant thrombin peak increase was
observed in tAPS (p < 0.05), oAPS (p = 0.001), compared to bAPS. No association was
observed between thrombin generation and the type or number of aPL in tAPS and o APS.
One tAPS developed a recurrent thrombosis two years after TGA (ETP: 2538 nM.min;
peak: 333 nM). Two 0APS patients developed a first thrombosis during three years after
test (ETP: 2067 nM.min and 1867 nM.min; peak: 254.4 nM and 232 nM).

The activated protein C resistance was evaluated in the Sydney criteria APS group.
An increased aPCR was observed in tAPS (52.7 &+ 16.4%), oAPS (64.1 & 14.6%) as compared
to the control group (27.2 + 13.8%) (Figure 1C).

4. Discussion

In this study, we showed a TG increase in tAPS and 0APS (consistent with the Sydney
criteria for diagnosis of APS), compared to the control and bAPL. The assessment of TG in
a patient with tAPS was safe in our study after transient discontinuation of anticoagulant.

Moreover, TG seems to be higher in 0APS, compared to tAPS. The first thrombotic
event risk has been demonstrated in 0 APS recently, in a retrospective study with 63% of
deep vein thrombosis development at 7.6 years after postpartum [5]. Our results support
the literature data, with a hypercoagulability increase in 0APS and a susceptibility risk to
develop thrombo-embolic disease.

Primary prevention in APS is still controversial. The absolute risk of a first thrombosis
is probably less than 1% per year, without associated comorbidity [17], and 5.3% if a
triple positivity is associated, with male sex and additional risk factors for deep vein
thrombosis [6]. The results of our study suggest that bAPS did not have a hypercoagulable
state with an equivalent TG to the control group. Only an increased lag time was observed,
as the same mechanism of delayed activated partial thrombin time. Thrombin generation
could be used to confirm no prothrombotic states in bAPS.

In a secondary bAPS without thrombotic event, only a longer lag time was observed,
whereas Pereira et al. showed a TG increase in SLE [18]. In their study, six patients had
secondary APS. Profiles of TG were the same between SLE and secondary APS. However,
Pereira et al. evaluated the TG secondary to pro-coagulant microparticles. Our results
showed a nonsignificant increase of TG in secondary bAPS. Our SLE patients were treated
with HCQ. Rand et al. showed a tissue factor decrease in APS patients under HCQ [19].
An endothelial cell model of APS showed a hypercoagulable state with TG increase [12].
Preliminary results showed that the prothrombotic state decreased when a mouse and
endothelial cell model of APS were treated with HCQ [13]. The hydroxychloroquine
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treatment could explain the absence of difference between secondary bAPS and the control
group in thrombin generation profiles.

Activated protein C resistance is known to increase venous thrombotic risk in APS
with an odd ratio equal to 3.31 (1.30-8.41) [20]. This aPCR was demonstrated in platelet
rich plasma with TGA [11]. We showed an aPCR in tAPS, oAPS. A study by Zuily et al.
confirmed an aPCR in APS, in a univariate analysis, superficial venous thrombotic inducing
an increased risk of venous thrombotic development [21]. Our results confirmed the Zuily
etal. study in aPCR on APS, and the possibility of performing aPCR research in PPP, which
would permit delayed analysis.

Nevertheless, our study presents some limitations. First, given the small sample
size, the study was not able to perform subgroup analysis or to compare subgroups of
patients according to their arterial or venous presentation. Moreover only three patients
had triple positivity in the entire cohort which prevented a comparison with any other
antibody profile. Thrombin generation was performed after transient discontinuation of
anticoagulant treatment in tAPS.

5. Conclusions

Our data suggest an increase of thrombin generation in thrombotic and obstetrical APS
which was not found in patients with bAPS. The thrombin generation profile appears to be a
reliable marker of hypercoagulability in APS after a short discontinuation of anticoagulant.
A prospective follow up of a larger APS cohort might help to determine individual risk
for a first thrombotic event in bAPS and 0APS, as well as the risk of recurrent thrombotic
events in APS.
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Manuscrit numéro 5

Le cinquieme travail portait sur la fibrose pulmonaire idiopathique, un modeéle de dysfonction
endothéliale chronique, associée a un risque thrombotique élevé. Nous nous sommes intéressés aux
ECFC de patient souffrant d’FPI et nous avons évalué I'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 a une diminution d’expression de 'EPCR a la surface de ces cellules.
Nous nous sommes ensuite interessés a 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 I'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 I'anticoagulation chez les patients atteints de FPI
font I'objet d'un débat considérable. Des études en laboratoire et des modéles animaux ont démontré
un déséquilibre associé entre la thrombose et la fibrinolyse et ont suggéré que I'activation de la cascade
de coagulation pourrait étre importante dans la pathogénie de I'FPI (198). Le taux d'embolie pulmonaire
est significativement plus élevé dans I'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 reflete une perturbation de la coagulation activée intra-alvéolaire (336). Le potentiel
profibrotique des facteurs de coagulation et le réle des PAR dans la médiation de la prolifération des
fibroblastes induits par la thrombine et le dép6t de la matrice extracellulaire ont été décrits dans des
modeles 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 étre 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 déja décrit dans la FPI et pourraient argumenter en faveur
de leur contribution spécifique a sa physiopathologie. Nous avons démontré une augmentation de la
génération de thrombine dans les ECFC qui pourrait étre liée a une diminution de I'expression de la
TM et de 'EPCR induisant une diminution de la PCa chez les patients atteints d’FPI. Ce résultat est
conforme a une diminution de la génération de PCa precédemment observée dans I'FPI (338), a une
augmentation de la mortalité dans les modéles 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 modele 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 a la protéine C activée dans le modéle de souris, et avec une

diminution de la thrombomoduline et du récepteur de la protéine C endothéliale dans les cellules

endothéliales.

Notre hypothése est également soutenue par l'augmentation du taux d'exacerbation aigué et du risque

de mortalité observée dans I'FPI sous traitement a la warfarine (342,343). Dans ce contexte, il convient

de souligner que la warfarine, contrairement a tous les autres anticoagulants, diminue l'activation de

la protéine C, ce qui accentue le défaut de base observé dans I'FPI.

Cette étude est la premiére a examiner la génération de thrombine sur les ECFC dans I'FPI. Les

propriétés procoagulantes modifiées des ECFC pourraient étre liées a la diminution de I’ expression

d’EPCR et de TM. Cette nouvelle découverte plaide fortement en faveur d'un réle des ECFC dans la

physiopathologie de la FPI.
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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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Abstract

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a severe, progressive and irreversible lung disease constantly associated with a major
vascular remodeling process. Endothelial colony-forming cells (ECFCs) are human vasculogenic cells proposed as a cell therapy
product or liquid biopsy in vascular disorders. Since the link between IPF and thrombosis has been largely proposed, the aim of
our study was to explore hypercoagulability states in ECFCs from patients with IPF. We performed Thrombin generation assay
(TGA) in cord blood (CB)-ECFCs, peripheral blood (PB)-ECFCs and IPF-ECFCs. Endogenous thrombin potential and peak
were higher in IPF-ECFCs compared to CB-ECFCs and PB-ECFCs. As thrombin generation in ECFCs was increased, we
evaluated anticoagulant proteins expressed on ECFCs membrane and identified thrombomodulin and EPCR. We found a
significant decrease of both anticoagulant proteins at membrane using flow cytometry. This study is the first to examine
ECFC thrombin generation in IPF. This new finding strongly argues for a role of ECFC in IPF pathophysiology and thrombotic
related disorders in IPF.

Keywords Endothelial progenitor - Endothelial colony forming cells - ECFCs - Idiopathic pulmonary fibrosis - EPCR -

Thrombomodulin - Thrombin generation assay

Introduction

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a severe, progres-
sive and irreversible lung disease. It mainly occurs in
older adults and the prognosis is poor with a declining
lung function, progressive dyspnea and a median surviv-
al after diagnosis comprised between 2 and 4 years
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without treatment (1). Moreover, IPF lung parenchymal
lesions are constantly associated with a major vascular
remodeling process combining a rarefaction of vessels
in fibrotic arcas and their aberrant proliferation at the
border of these areas (2, 3). It is associated with an
imbalance between markers of endothelial activation
and regeneration (4).
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Endothelial colony-forming cells (ECFCs) are a population
of cells able to differentiate into endothelial cells and to form
new blood vessels in adults. They have been investigated in
several human lung diseases as a potential actor (5). Stem cells
that give rise to ECFCs could be very small embryonic-like
stem cells (6-8), but their clear origin is still a matter of debate.
We previously demonstrated that ECFCs are downregulated
in IPF compared to healthy controls (4) but they also have a
modified phenotype with increased senescence and ability to
secrete profibrinolytic microvesicles (9, 10). Epidemiological
studies have established a link between IPF and thrombosis
(11).

Since ECFCs have been proposed as a marker of thrombo-
sis with specific phenotype associated with thrombosis (12),
the aim of our study was to explore hypercoagulability states
in ECFCs from IPF patients.

Patients and Methods
Study Population

A French prospective and multicentric cohort of IPF
(COFI) was started in 2008 (registry number 2006-108).
Inclusion criteria included the diagnosis of IPF, dating
back less than 9 months, based on either surgical biopsy
or a characteristic computerized tomography scan pattern
of usual interstitial pneumonia according to the European
Respiratory Society/American Thoracic Society consensus

Table 1 Clinical characteristics of idiopathic pulmonary fibrosis
patients

IPF patients (n =4)

Male sex — n (%) 3 (75.0)
75.4 [59.6-79.8]
21.9[20.4-24.5]

Age - years, median [IQR]
BMI - kg/m?, median [IQR]

CV risk factors

Hypertension — n (%) 0 (0.0)
Dyslipidemia — n (%) 0(0.0)
Diabetes — n (%) 0(0.0)
Chronic kidney disease —n (%) 0 (0.0)
Tobacco users—n (%) 2 (50.0)
Medical history

Cancer — n (%) 1(25.0)
Coronary heart disease — n (%) 0(0.0)
Atrial Fibrillation—n (%) 0(0.0)
Stroke — n (%) 0(0.0)
Previous DVT —n (%) 1(25.0

IPF: Idiopathic pulmonary fibrosis patients BMI: Body mass index. CV:
Cardiovascular. DVT: Deep vein thrombosis.

@ Springer

(13) and reviewed according to the updated guidelines
(14). Three teaching hospitals in the Ile-de-France area
participated in the study of circulating endothelial com-
partment in these patients, which was specifically ap-
proved by the Ethics committee of Ile-de-France II (reg-
istry number 2006-108). Control adult samples were from
healthy adult volunteers provided by a blood bank (CPSL
UNT N12/12/064). Clinical characteristics of IPF patients
are detailed in Table 1. Median age was 75.4 years [IQR:
59.6-75.4 years]. Two IPF patients were tobacco smokers
and one had cancer history.

Cells Isolation and Culture

Human umbilical cord bloods were obtained from the Cell
therapy Unit of Saint-Louis Hospital (AP-HP, Paris). Cord-
blood (CB) endothelial colony-forming cells (CB-ECFCs)
were isolated from the adherent mononuclear cell fraction as
previously described (15, 16). ECFCs were isolated from IPF
patients (IPF-ECFCs) and adult peripheral blood (PB)-ECFCs
from control adult samples as previously described (15, 16).
ECFCs were then expanded on fibronectin-coated plates
(Merck, Germany) using EGM-2MV (Lonza, USA) supple-
mented with 10% fetal bovine serum (FBS) and used between
passages 3 to 6.

Exploration of ECFC Procoagulant Properties

Thrombin generation assay (TGA) is a functional test explor-
ing global coagulation in plasma and, also, in endothelial cells
(17). An increase in thrombin generation demonstrated a hy-
percoagulable state, and reflected indirectly an endothelial in-
jury (17). Thrombin generation assay was performed in cells,
as previously described, allowing to evaluate protein C acti-
vation (17). In short, ECFCs were spiked on fibronectin coat-
ed 96-well plates adapted to TGA (1500 cells/well). After
3 days, culture media was removed and 80 ul of platelet poor
plasma per well from healthy voluntary was added
(cryocheck™ pooled normal plasma, Cryopep, France).
TGA was triggered with PPP low reagent (Diagnostica
Stago, France). Total thrombin formation (ETP: endogenous
thrombin potential) and maximum peak were measured by
Calibrated Automated Thrombography and Fluoroscan
Ascent Fluorometer (Thermoscientific Labsystems, Finland).
The experiment was performed in duplicate.
Thrombomodulin (TM) and endothelial protein C receptor
(EPCR) quantification (PE/Cy7 anti-human CD141 and PE
anti-human CD201 respectively, Biolegend) were identified
by flow cytometry (acoustic focusing cytometer Attune, Life
Technologies TM). Statistical analyses included a Kruskal-
Wallis test followed by a Dunn’s multiple comparison test
for post hoc pairwise comparison in case of significant
differences.
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Characterization of ECFCs by RT-qPCR

ECFCs in culture were lysed in RNAble (Eurobio, France).
RNA was extracted with chloroform and precipitated with
isopropanol before reverse transcription in ¢cDNA using the
Quantitect Reverse Transcription kit (Qiagen, Germany) as
per manufacturer’s instructions. Real-time polymerase chain
reaction was performed as previously described (15, 18).
Probes for transcripts of interest were PLAT (t-PA,
Hs00263492-ml, Life Technologies, USA), PLAU (u-PA,
Hs01547054_ml, Life Technologies, USA), PLAUR
(uPAR, Hs00182181_ml, Life Technologies, USA) and
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Fig. 1 Hypercoagulability characterization of IPF-ECFCs compared to
CB-ECFCs and PB-ECFCs. (a): Thrombin generation evaluated by cal-
ibrated automated thrombinography in CB, PB and IPF-ECFCs. Increase
of ETP (b) and peak (c¢) in IPF-ECFCs. Quantitative expression of

SERPINEI (PAI-1, Hs01126606_m1, Life Technologies,
USA). To be used as an endogenous RNA control, we quan-
tified human GAPDH transcripts (4326317E, Life
Technologies, USA). Data were analyzed using the SDS
v2.3 software and are expressed as “normalized mRNA level”
as described earlier (15, 18).

Results and Discussion

We performed TGA in CB-ECFCs, PB-ECFCs and IPF-
ECFCs. Endogenous thrombin potential and peak are

CB-ECFCs
——PB-ECFCs
——IPF-ECFCs
30
C
2007 p=0.015
A
150+
z :
= 1004
©
8 ox3t S5
50-
®
CB-ECFCs PB-ECFCs IPF-ECFCs
e
400+
c
=]
2 350
[72]
S | ey I —0.024
&; 300 = =Y
D — A
o B
(&) 250+ A
o
w

200

CB-ECFCs PB-ECFCs IPF-ECFCs

thrombomodulin (TM) (d) and endothelial protein C receptor (EPCR)
(e) evaluated by flow cytometry. MFI: mean fluorescence intensity.
Statistical analyses included a Kruskal-Wallis test followed by a Dunn’s
multiple comparison test
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increased in IPF-ECFCs compared to CB-ECFCs and PB-
ECFCs (ETP¢p pcpes: 720 £ 197 nM.min, ETPpg pepest
809 +192 nM.min, ETPpp gcpes 1194 +£25 nMomin, p =
0.011, Fig. 1) (Peakep popes 71.6 £17.1 nM, Peakpp gcpcs:
78.4 £9.5 nM, Peakpp pcpes: 139.6 £17.4 nM, p =0.015).
No significant difference was found between lag times
(Lagtimecp gopes: 6.87 min [6.25-9.50 min], Lagtimepp.
ecrcs: 06.67 min [6.04-7.61 min], Lagtimepp gcpes: 7.77 min
[7.75-7.93 min], p = 0.278) or TTP (TTP¢pgcres: 12.08 min
[11.87-15.97 min], TTPpp.gcres: 11.46 min [10.84—
13.75 min], TTPpg.gcres: 12.87 min [12.30-13.11 min],
p =0.444, supplementary Fig. 1). As thrombin generation in
ECFCs was increased, we evaluated anticoagulant protein
expressed on ECFCs membrane. We performed TM and
EPCR quantification using flow cytometry. We found a sig-
nificant decrease of TM (MFIcp ecres: 17.4 £0.3, MFIpp.
ecres: 21.3 £ 0.42, MFlpg popeg: 16.0 + 1.4; p =0.015, Fig.
1D) and EPCR expression (MFI¢p gopes: 326.5 £5.4, MFlpp.
ecres: 324.3 £11.5, MFlipg pcpest 267.0 £15.9; p =0.024,
Fig. 1E). Finally, since prothrombotic states, in particular in
IPF (10), are largely influenced by fibrinolysis, we explored
all endothelial levels of fibrinolysis actors (tPA, uPA, uPAR
and PAI-1) in IPF-ECFCs or controls ECFCs. As described in
supplementary Fig. 2, we did not find any significant differ-
ence in mRNA levels between IPF-ECFCs and PB-ECFCs.
Considerable debate surrounds the issue of thrombosis and
the indications of anticoagulation in IPF patients. Laboratory
studies and animal models have demonstrated an associated
imbalance between thrombosis and fibrinolysis and suggested
that the activation of the clotting cascade may be important in
the pathogenesis of IPF (11). Pulmonary embolism rate is
significantly higher in IPF than in controls (19). Moreover,
IPF patients have elevated TF levels and an impaired fibrino-
lysis in the alveolar space, which reflects a disturbance of
intraalveolar activated coagulation (20). The profibrotic po-
tential of coagulation factors and the role of protease-
activated receptors (PAR) in mediating thrombin-induced fi-
broblasts proliferation and extracellular matrix deposition
have been described in experimental models of pulmonary
fibrosis (11). Thrombin is a key enzyme in coagulation cas-
cade and a major activator of PAR-1, PAR-3 and PAR-4
whereas PAR-1 can also be activated by activated protein C
(APC). In IPF, thrombin is an inducer of fibrogenic cytokines
(21, 22) and has been found in increased concentration in
bronchoalveolar lavage from patients with fibrotic lung dis-
case (23). Moreover, in a mouse model of IPF, direct thrombin
inhibitor demonstrates a decrease of the profibrotic effects
(24). We think it is a suitable test to assess hypercoagulability
in IPF-ECFCs. TGA is a functional test exploring global co-
agulation. Hypercoagulable states can be detected by
thrombinogram. The interest of the thrombin generation assay
on endothelial cells is to be modulated by thrombomodulin
and EPCR expressed by endothelial cells, which are not
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evaluated by the TGA in plasma. TGA in cultured endothelial
cells has been described to be a good test to explore mecha-
nism of prothrombotic states in disease states with endothelial
dysfunction (17, 25). The concentration of TF used is low and
initiates coagulation by mimicking a vascular breach. This
concentration is the most appropriate way to assess coagula-
tion amplification, allowing an overall assessment of coagu-
lation activators (TF) and inhibitors (antithrombin, Protein
C/S) (26). Since TF triggers the extrinsic pathway of the co-
agulation cascade leading to the production of thrombin, mod-
ification of TF levels on ECFCs associated with ETP and peak
thrombin generation should be pathologically relevant since
the thrombin generation test evaluates the overall activation.
Potential interference with TF levels expression in ECFCs
could thus explain the difference between controls and IPF-
ECFCs and still need to be explored. Peak thrombin genera-
tion should be pathologically relevant since the thrombin gen-
eration test also evaluates inhibition of haemostasis by
thrombomodulin and EPCR expressed by ECFCs in our
study. Based on previous studies with endothelial model of
antiphospholipid syndrome, we demonstrated a hypercoagu-
lability of endothelial cells with thrombin generation (25).
This hypercoagulability was dependent to APC resistance in
mouse model, and with a decrease of TM and EPCR in endo-
thelial cells (17). Thus, as demonstrated in Fig. 1D and E, we
quantified thrombomodulin and EPCR on IPF-ECFCs in
comparison with control-ECFCs. We found a significant de-
crease in both expressions that could explain differences in
TGA. This result is in line with a decreased APC genera-
tion previously observed in IPF (27), and with an increased
mortality in bleomycin-induced pulmonary fibrosis models
with low APC levels (28) corrected by treatment with APC
(29) or recombinant TM (30). Moreover, this result con-
firms endothelial pathophysiology relevance in IPF.
ECFCs have been described as derived from pulmonary
vessels and also as a liquid biopsy of pulmonary vessels
when isolated in the PB (5). Therefore, the increased
procoagulant properties of ECFCs associated with de-
creased expression of anticoagulant molecules on ECFC
membrane as described here confirm the modified vascular
phenotype of endothelial cells already described in IPF and
might argue for their specific contribution to its pathophys-
iology. Our hypothesis is also supported by the increased
acute exacerbation rate and risk of mortality observed in
IPF patients under treatment with warfarin (21, 31). In this
context, it should be underlined that warfarin, contrary to
all other anticoagulants, decreases protein C activation,
thus increasing the baseline defect observed in IPF.

This study is the first to examine ECFCs thrombin gener-
ation in IPF. Modified ECFC procoagulant properties could
be related to their decreased EPCR and TM expression. This
new finding strongly argues for a role of ECFCs in IPF
pathophysiology.
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Figure 1 Supplemental. Lagtime and Time to peak of IPF-ECFCs compared to CB-ECFCs and PB-ECFCs.
Lagtime (A)and Time to peak (B). Statistical analyses were Kruskal-Wallis test
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Manuscrit numero 6
Le dernier travail portait sur un modele 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 déces des patients.

Plusieurs études prédisent I'apparition de maladies graves (245,344,345) et la mortalité dans l'infection
par Covid-19 (218,346,347). L’age, l'augmentation de l'indice de masse corporelle, I'hypertension
(348), le diabete et le sexe masculin (349) sont des facteurs de mauvais pronostic, et régulierement
retrouvés dans les scores prédictifs d’aggravation. Logiquement, I'oxygénodépendance avant
I'admission était un facteur prédictif de I'aggravation de I'infection a SRAS-CoV-2. Parmi les marqueurs
biologiques, lI'augmentation de la protéine C-réactive et de I'urée sont dans les scores pronostiques.
La protéine C-réactive peut augmenter rapidement apres le début d'une inflammation, d'une lésion
cellulaire ou tissulaire. Lors d'une septicémie, I'endothélium s’active dans tout I'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 décés dans la Covid-19. Zhang et al. ont décrit une
augmentation des D-dimeres associée a un mauvais pronostic (351). Cependant, I'augmentation des
D-dimeres pendant I'hospitalisation avait une spécificité limitée pour prédire le décés (352). La protéine
C-réactive était davantage corrélée a la gravité de la maladie que le D-dimére (353). Nos résultats
suggerent que le fibrinogene aurait un pouvoir discriminant élevé et de maniere plus spécifique que

les D-dimeéres.

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-diméres (354).
Nous avons démontré une augmentation des fragments 1+2 de la prothrombine. Le TGT a déja été
utilisé pour évaluer I'hypercoagulabilité et le développement d'un accident vasculaire cérébral
ischémique aigu. En effet, il a été établi que la microangiopathie et I'occlusion des capillaires
alvéolaires chez les patients atteints de Covid-19 étaient secondaires a une thrombose vasculaire
généralisée (217). La monocytopénie inférieur a 0,2 G/L pourrait étre lié a la gravité de la Covid-19.
Ceci est conforme au fait qu'une diminution du nombre de monocytes est associée a 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 I'aggravation de la maladie.

L'intérét de connaitre I'’évolution clinique de la Covid-19 permet de prédire le manque de lits dans les

hopitaux 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
'oxygénodépendance, la monocytopénie, du taux de fibrinogene, 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 & 7,47 prédisait une amélioration et un score
supérieur a 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 suggeére l'analyse
de la courbe ROC (ASC = 85,5 et 71,6 % respectivement). Cependant, I'objectif de notre score et celui
du score de mortalité 4C ne sont pas les mémes. L'intérét du score prédictif de I'aggravation, y compris
le transfert a I'unité de soins intensifs pendant I'hospitalisation, est d’instaurer un traitement rapide, y
compris l'initiation de corticostéroides 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 oxygéne chez les patients COVID-19 (359). Une étude a confirmé que lI'augmentation

des D-diméres n'est pas associée au transfert en unité de soins intensifs (344).

Dans I'étude de Panigada et al..(223), le facteur Willbrand (antigéne et cofacteur de la ristocétine) était
tres augmenté. Dans |'étude de Poissy et al. (240), les niveaux d'antigene du facteur Willebrand
semblent étre associés a un risque accru d'EP. Notre étude a démontré une augmentation de l'activité
du VWF chez les patients dont I'état s'est aggravé. Cependant, l'activité de liaison du VWF:GPIb n'était
pas le facteur le plus prédictif du développement thrombotique pendant I'nospitalisation, la sensibilité

et la spécificité de I'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 a un risque particulierement élevé
d’embolie pulmonaire (237). La prévalence de I'embolie pulmonaire en unité de soins intensifs est
proche de 20 % (240). L'ISTH et I'American Society of Hematology ont recommandé une dose
prophylactique d'héparine de bas poids moléculaire pour prévenir les événements thrombotiques
(360,361). Méme avec une thromboprophylaxie, 7,7% des patients de I'hnépital universitaire de Milan
ont développé un événement thrombotique (241). L'association entre le score de Padua>4 et le D-
dimére>1000 pg/L avait une sensibilité de 88,52% et une spécificité de 61,43% pour la prédiction d’'un
évenement thrombotique (362). Dans notre étude, 7/8 des personnes ayant développé une EP étaient
sous thromboprophylaxie. Avec les D-dimeres, la sensibilité et la spécificité¢ de 'AUC étant
respectivement de 77,5 %, 75,0 % et 89,0 %, avec un seuil de 2555 pg/L. A I'admission, le pic de
thrombine était extrémement sensible (avec 100 %) et les fragments de prothrombine 1+2 étaient plus
spécifiques pour prédire I'EP. L'association entre différents marqueurs hématologiques pourrait aider

a prédire, et potentiellement & augmenter, la thromboprophylaxie par anticoagulation.
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Since December 2019, a pandemic caused by a new coronavirus has spread to more
than 170 countries around the world. Worsening infected patients requiring intensive care
unit (ICU) admission associated with 30% of mortality. A part of worsening is induced
by hemostasis deregulation. The aim of this study was to investigate the association of
coagulation activation in COVID-19 progression. Thirty-five of the 99 patients got clinically
worse. The final model of the logistic regression analysis revealed that O, requirement
(RR = 7.27 [1.60-19.31]), monocytes below 0.2G/L (RR = 2.88 [1.67-3.19)), fibrinogen
levels (RR = 1.45 [1.17-1.82] per g/L increase), prothrombin fragments 1+2 higher
than 290 pM (RR = 2.39 [1.20-3.30]), and thrombin peak (RR = 1.28 [1.03-1.59]
per 50nM increase) were associated with an increased risk of clinical worsening. A
fibrinogen level threshold of 5.5 g/L, a thrombin peak measurement threshold of 99 pM,
and O> requirement associated with clinical outcome in more than 80% of our cohort.
In conclusion, we identified fibrinogen and thrombin peak at admission as coagulation
biomarkers associated with an increased risk of ICU admission or death. This finding
allows initiating steroids and triage for worsening patients. Our results should therefore
be considered as exploratory and deserve confirmation.

Keywords: COVID-19, intensive care, hypercoagulability, fibrinogen, thrombin generation

INTRODUCTION

Since December 2019, a pandemic caused by a new coronavirus has spread to more than 170
countries around the world. It started in China (1) and then spread to Europe and the United States
of America. This virus called SARS-CoV-2 (2) is responsible for an infectious disease itself called
COVID-19. Most patients are asymptomatic or mildly symptomatic. In symptomatic patients, the
clinical manifestations are dominated by respiratory symptoms (2, 3) characterized by serious lung
complications that can lead to intensive care unit admission for acute respiratory distress syndrome
(4, 5) and to a less extent to cardiovascular injuries (6).
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The alteration of the endothelium could originate the
deregulation of hemostasis (7). In addition, sepsis promotes
platelet overactivation, leading to acute respiratory distress
syndrome and acute renal failure (8, 9). Recommendations from
the International Society of Thrombosis and Haemostasis (ISTH)
and a retrospective study suggest that preventive anticoagulation
in patients would be associated with a better prognosis (10, 11).

Prediction models that combine several variables to estimate
the risk of people experiencing a poor outcome from the infection
could assist medical staff in triaging patients when allocating
limited healthcare resources (12). Several scores exist for
prediction of mortality in pneumonia such as CURB-65 and A-
DROP score (13, 14). Among them, the 4C (Coronavirus Clinical
Characterization Consortium) Mortality Score is an easy-to-
use and validated prediction tool for in-hospital mortality,
accurately categorizing patients as being at low, intermediate,
high, or very high risk of death in COVID-19 (AUC = 0.79)
(15). However, fewer studies focused on coagulation biomarkers
to assess the risk of COVID-19 complications and intensive
care unit transfer. Among them, an increase in D-dimer levels
has been associated with severe forms of the pathology (16)
with other markers of disseminated intravascular coagulation
(DIC). Clinical manifestations of these DIC were predominantly
thrombotic with high venous thromboembolism rates (5).

Since the beginning of the pandemic, many studies confirmed
an increase in D-dimer level (17, 18) and a cutoff value of 2,000
pg/L in patients who were clinically worsening was determined
(19). However, D-dimer level is a very sensitive but not a very
specific marker of hypercoagulable state. Then, it is possible to
assess coagulation globally, by measuring thrombin generation
(20). This technique studies the initiation, propagation, and
inhibition of coagulation allowing the observation of hypo- or
hyper-coagulable risk profiles.

Thus, the aim of this study was to investigate the association of
coagulation activation in COVID-19 progression and investigate
how coagulation markers could be used to risk stratify patients.

METHODS

Patients

Between March 16 and May 1, 2020, 100 COVID-19 patients
hospitalized in COVID-19 dedicated medical units were
prospectively recruited (clinical trials registration number:
NCT04367662). An informed consent was obtained from all
subjects and citrated plasma from the initial blood test <24 h
after the admission was collected, double centrifuged according
to French Group of Hemostasis and Thrombosis (GFHT)
guidelines, and frozen at —80°C within 4h after collection.
Clinical, radiological, and biological relevant data were also
collected. The follow-up of patients were 15 days, with a phone
call when a hospital discharged before 15 days.

The study was performed in accordance with the Declaration
of Helsinki. The institutional review board (person committee
protection of Rouen University Hospital) and a national ethical
committee (person committee protection South Mediterranean
1) approved the study, and a national anonymous data collection
was declared (Authorization protocol number: 2020-A00914-35).

Computed Tomography Imaging
As defined by the European Society of Radiology (21), finding
COVID-19 pneumonia in computed tomography scan were:

e A scale of disease extension (<10, 10-25%, 25-50%, 50—
75%, >75%)

e Condensation type (nodular, linear, or both)

e Radiological abnormalities localization (unilateral, bilateral).

Assays

During initial blood test, prothrombin time (PT), activated

partial thrombin time (aPTT) (DIAGNOSTICA STAGO-

Asniéres sur Seine, France), and D-dimer (VIDAS DEX2-

Biomérieux—Marcy I'étoile, France) assays were performed.
After defrost, several coagulation tests were assayed:

e Fibrinogen (STA-Liquid Fib-DIAGNOSTICA STAGO-
Asniéres sur Seine, France), Fibrin monomers (STA-Liatest
FM-DIAGNOSTICA STAGO-Asniéres sur Seine, France),
and chromogenic antithrombin assays (StachromATIII-
DIAGNOSTICA STAGO-Asniéres sur Seine, France) were
realized on STARMax (DIAGNOSTICA STAGO-Asniéres
sur Seine, France).

e VWE:GPIb-binding activity (InnovanceVWAc-Siemens
Healthcare, Marburg, Germany) was assayed on BCS XP
(Siemens Healthcare, Marburg, Germany).

e Prothrombin fragments 142 were assayed with Enzygnost
F14+2 (Siemens Healthcare, Marburg, Germany) on
Diasonrin Etimax.

e Complete blood count was performed on EDTA samples on
XN-1000 (Sysmex, Villepinte, France).

e Thrombin generation assay (TGA) was triggered by a
low concentration of tissue factor (TF) (1 pM) and a
normal concentration of phospholipids (PPP low reagent,
Diagnostica Stago, Asniéres sur Seine, France). TGA was
measured by Calibrated Automated Thrombography and
Fluorocan Ascent Fluorometer (Thermoscientific Labsystems,
Helsinki, Finland).

ISTH Disseminated Intravascular

Coagulation Score

Disseminated intravascular coagulation score (DIC) was
calculated with ISTH criteria recommendation (22). Briefly,
the scoring system included platelet count, prothrombin time,
fibrinogen, and D-dimer or fibrin monomer.

Data and Statistical Analysis

The primary objective of the study was to evaluate the
association of baseline hemostasis and clinical worsening on
admission. Patients were considered to be clinically “worsening”
if they were transferred to the intensive care unit or died
and clinically “improving” if not. For patient characteristics,
data were expressed as median [interquartile range or IQR],
n (%), or n/N (%), where N is the total number of patients
with available data. P-values comparing clinical improving to
clinical worsening are from x> test, Fisher’s exact test, x*
with Yates’ correction for continuity, Spearman correlation, or
Mann-Whitney U-test when appropriate. Univariate logistic
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regression analysis of clinical outcome (improving or worsening)
was performed using the following variables as predictors: age,
sex, O, requirement, tobacco consumption, radiological scale
of disease extension (dichotomized to lower or higher than
25%), body mass index (BMI), hypertension, diabetes, respiratory
disease (including COPD and/or asthma and/or other causes
of respiratory disease), aPTT ratio (higher than 1.15), blood
lymphocyte count (lower than 1 G/L), blood monocyte count
(lower than 0.2 G/L), neutrophil-to-monocyte ratio, neutrophil-
to-leucocyte ratio, D-dimer (higher than 1,000 j.g/L), fibrinogen,
TGA parameters (ETP, peak, and velocity), fibrin monomers
(higher than 6 pg/ml), VWE: GPIb-binding activity (higher than
250%), and F14-2 (higher than 290 pM). Significant predictors
under unadjusted analysis were further analyzed by multiple
logistic regression analysis (full model). Then, based on the
Akaike Information Criterion (AIC), irrelevant variables were
eliminated from the full model by backward variable selection to
obtain the final model. Results from the logistic regressions were
expressed as relative risk (RR) [95% confidence interval]. Finally,
a decision tree based on the predictors retained in the logistic
regression final model was built using recursive partitioning
method with the following parameters: minimum number of
observations that must exist in a node in order for a split
to be attempted = 15, minimum number of observations in
any terminal node = 5, leave-one-out cross-validation strategy,
and complexity parameter that minimizes the cross-validation
relative error.

Data and statistical analysis and captions were performed
using R v4.0.0 software (20) and the following software packages:
PROC (21), MASS (22), caret (23), sjstats (24), rpart (25), and
rpart.plot (26).

RESULTS

One hundred patients were recruited and followed up to
hospital discharge or death. One patient opposed participation
after analysis. With World Health Organization classification of
COVID-19 severity in admission, 23 patients had pneumonia,
51 patients had severe pneumonia, and 26 patients had acute
respiratory distress syndrome. During hospitalization, patients
were considered to be clinically worsening (n = 35) if they were
transferred to the intensive care unit (n = 28) or died (n = 12)
and clinically improving if not. Five patients had anticoagulant
treatment before admission for atrial fibrillation. During
hospitalization, 46 patients had prophylactic anticoagulation.
A second computed tomography was performed in case of
respiratory worsening to diagnosis pulmonary embolism. Among
them, nine patients developed venous thrombosis: five and
three pulmonary embolisms in clinical worsening and improving
group, respectively, and one superficial venous thrombosis in
clinical improving group. Only one patient who had developed
thrombosis did not have thromboprophylaxis. Median follow up
was 20.5 days [13-27]. Each patient completed the follow up. No
patient developed arterial thrombosis. Demographic and clinical
data were reported in Table 1. Age and O3 requirement at the
time of admission were significantly different between groups.
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As expected, anticoagulation instauration and hospitalization
duration were reported to be significantly different between
groups as well as the radiological scale of disease extension.

In biological markers, we observed a non-significant
difference in lymphocyte blood count <1 G/L (50 vs. 67.6%)
and a significant difference between clinical worsening
and improving for monocyte blood count <02 G/L (1.6
vs. 17.6%). Biological characteristics were resumed in
Supplementary Table 1. Significant differences are shown
in Figure 1. Moreover, neutrophil/lymphocyte ratio was not
significantly different (4.4 [2.5-7.5] vs. 5.7 [3.4-11.4]), and we
demonstrated that neutrophil/monocyte ratio was increased in
worsening group (8.8 [6.7-12.1] vs. 16.7 [9.0-19.8]). Fibrinogen
levels and D-dimer were also increased in worsening group.
Fibrin monomers and antithrombin levels were not significantly
different. ISTH DIC score was calculated at the time of admission
either with D-dimer or with Fibrin monomer. We observed a
significant difference between worsening and improving patients
with ISTH DIC score with D-dimer, and no difference with
fibrin monomer scores was significant (2 [2-3] vs. 2 [2-2],
and 0 [0-0.25] vs. 0 [0-1], respectively, with D-dimer and
Fibrin monomer).

VWE:GPIb-binding activity was also different (P < 0.01).
Coagulation activation was studied thanks to thrombin
generation assay and Prothrombin fragments 142 measurement
with a significant difference among the two groups (P < 0.05).

Association Between Clinical-Biological
Parameters and Clinical Outcome

As described in section 2.5, clinical, radiological, and biological
parameters were used as predictors for logistic regression analysis
in order to determine predictors of clinical worsening outcome
(Table 2). Final model of the logistic regression analysis revealed
that O, requirement (RR = 7.27 [1.50-19.31]; P = 0.045),
monocytes below 0.2 G/L (RR = 2.88 [1.67-3.19]; P = 0.015),
fibrinogen levels (RR = 1.45 [1.17-1.82] per g/L increase; P =
0.005), prothrombin fragments 142 higher than 290 pM (RR =
2.39 [1.20-3.30]; P = 0.023), and peak of the TGA assay (RR =
1.28 [1.03-1.59] per 50nM increase; P = 0.043) were associated
with an increased risk of clinical worsening (Table 2).

Based on the predictors of the final model of the logistic
regression, a classification tree was built in order to establish
a hierarchical ranking of predictors to classify patients between
clinical worsening and improving. Fibrinogen levels below 5.5
g/L was associated with clinical improving (N = 35/40, 87.5%).
For patients with higher value than 5.5 g/L, a TGA peak below
99nM is also predictive of favorable outcome (N = 11/12,
90.9%). Then, for patients with fibrinogen higher than 5.5 g/L
and TGA peak higher than 99 nM, patients had a better clinical
outcome prognosis if they did not depend on O requirement
when compared with patients who need it (N = 5/6, 83.3% and
N = 28/42, 66.7%, respectively). This classification tree provided
an accuracy of 79%, a sensitivity of 88%, a specificity of 67%, a
positive predicted value of 78%, and a negative predicted value of
80% (Figure 2).
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TABLE 1 | Epidemiological, demographic, and clinical characteristics of the 99 hospitalized patients with COVID-19 infection.

Parameters All (n = 99) Improving (n = 64) Worsening (n = 35) P-value
Age, years 65 [51.5-75.0] 63 [48.8-74.3] 71 [69.0-76.0] 0.044
Male 53 (54%) 30 23 0.113
Body mass index, kg/m? 27.8 [24.0-32.0] 26.9 [23.8-31.0] 28.4 [24.5-32.8] 0.255
Underlying comorbidity

Chronic obstructive pulmonary disease 7(7.1%) 4 (8.3%) 3 (8.6%) 0.695
Asthma 10 (10.1%) 6 (9.4%) 4 (11.4%) 0.739
Other respiratory disease 9(9.1%) 7 (10.9%) 2 (5.7%) 0.486
Diabetes 30 (30.3%) 16 (25.0%) 14 (40.0%) 0.186
Hypertension 52 (52.5%) 30 (46.9%) 22 (62.9%) 0.190
Chronic kidney disease (€GFR < 30 mV/min) 9(9.1%) 5 (7.8%) 4 (11.4%) 0.717
Chronic heart failure 4 (4.1%) 2(3.1%) 2 (5.7%) 0.613
Previous drug use

Immunosuppressant drugs 7({7.1%) 3(4.7%) 4(11.4%) 0.240
Anticoagulation

None 53 (53.5%) 44 (68.8%) 9 (25.7%) <0.001
Standard 25 (25.3%) 13 (20.3%) 12 (34.3%)

Enhanced 13 (13.1%) 5 (7.8%) 8 (22.9%)

Curative 8(8.1%) 2(3.1%) 6 (17.1%)

O requirement on admission 73 (73.7%) 40 (62.5%) 33 (94.3%) <0.001
Smoking history

Never/Former smokers 84 (84.8%) 54 (84.4%) 30 (85.7%) 1.000
Current smokers 15 (15.2%) 10 (15.6%) 5(14.3%)

Hospitalization duration 12.0 [6.0-19.0] 9.0[5.5-14.0) 18.0 [8.5-25.5] 0.002
Hospitalization delay since the onset of symptoms 7.0 [4.0-10.0] 7.0[4.0-10.0 6.0 [4.0-7.0] 0.195
Radiological injuries

None 3/86 (3.5%) 2/54 (3.7%) 1/32 (3.1%) 0.009
Not suggestive 3/86 (3.5%) 3/54 (5.6%) 0/32 (0.0%)

<10% 11/86 (12.8%) 9/54 (16.7%) 2/32 (6.3%)

10-25% 39/86 (45.3%) 29/54 (53.7%) 10/32 (31.3%)

25-50% 15/86 (17.4%) 5/54 (9.3%) 10/32 (31.3%)

50-75% 13/86 (15.1%) 6/54 (11.1%) 7/32 (21.9%)

>75% 2/86 (2.3%) 0/54 (0.0%) 2/32 (6.3%)

Radiological condensation

None 22/82 (26.8%) 17/52 (32.7%) 5/30 (16.7%) 0.427
Nodular 17/82 (20.7%) 10/52 (19.2%) 7/30 (23.3%)

Linear 37/82 (45.1%) 22/52 (42.3%) 15/30 (50.0%)

Linear and nodular 6/82 (7.3%) 3/52 (5.8%) 3/30 (10%)

Radiological abnormalities localization

None 10/81 (12.3%) 8/51 (16.7%) 2/30 (6.6%) 0.554
Unilateral 3/81 (3.7%) 2/51 (3.9%) 1/30 (3.3%)

Bilateral 68/81 (84%) 41/51 (80.4%) 27/30 (90.0%)

Thrombosis 8(8.1%) 3(4.7%) 5(14.3%) 0.127
SARS-CoV-2 nucleic acid test pre-admission 81 (81.8%) 50 (78.1%) 31 (88.6%) 0.278

Data are expressed as median [IQR], n (%), or /N (%), where N is the total number of patients with available data. Escalated anticoagulation comresponding to 4,000 Ul twice a day
of enoxaparin, 6,000 Ul twice a day of enoxapani if body weight > 120kg, or 200 Ul/kg of unfractionated hepann. Lymphocytes <1 G/L, monocytes <0.2 G/L, VWF, GPIb-binding
activity =250%, Prothrombin fragment 142 =290 pM are outside values range. P-values comparing clinical improvement to clinical worsening are from 2 test, Fisher's exact test, or

Mann-Whitney U-test. DIC, disseminated intravascular coagulation; ISTH, intemational society of thrombosis and haemostasis; TGA, thrombin generation assay.

Bold values are significant values.
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FIGURE 1 | Inflammatory and coagulation biomarkers associated with clinical worsening. Inflammation markers with neutrophil monocyte ratio (A) and C-reactive
protein (B). Activated coagulation with D-dimer (C), fibrinogen (D), and Prothrombin fragment 1+4-2 (E). Increased Von Willebrand factor activity (F) and thrombin
generation with thrombin peak (G) and velocity (H). P-values comparing clinical improvement to clinical worsening are from Mann-Whitney U-test.

DISCUSSION

Our study aimed to demonstrate with clinical, radiological,
and hemostasis markers the association of clinical worsening
in COVID-19 patients. The association between fibrinogen,
thrombin peak, and O, requirement had a good correlation with
clinical outcome of patients.

Since December 2019, several clinical and biological markers
were associated with poor prognosis in COVID-19 patients.

Several studies predict the occurrence of critical illness (23-25)
and mortality in COVID-19 infection (15, 26-28). Elderly,
increased body mass index, hypertension (29), diabetes, and
male gender (30) were demographics and associated comorbidity
regularly included in the predictive score. As expected, O,
requirement in preadmission was a predictive factor to
develop worsening SARS-CoV-19. Among biological markers,
increases in C-reactive protein and urea are regularly in the
prognostic score. C-reactive protein can increase rapidly after
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TABLE 2 | Association factors with clinical worsening (death or intensive care unit admission).

Patient characteristics Unadjusted® Logistic regression full model® (N = 84) Logistic regression final model® (N = 84)
RR (95% Cl)  P-value® RR (95% Cl) P-value? RR (95% CI) P-value?

Age (per 5-year increase) 1.10 (1.01-1.19)  0.035 1.00 (0.85-1.17) 0.984

Sex (Female) 1.67 (0.95-2.48)  0.075

BMI (per unit increase) 1.03 (0.98-1.08) 0.261

Chronic respiratory disease 0.82 (0.33-1.48) 0.576

Diabetes 1.53 (0.87-2.24) 0.123

HTA 1.53 (0.87-2.29) 0.130

Oxygenotherapy 5.88 (2.37-11.0)  0.003 10.6 (1.87-20.39) 0.033 7.27 (1.50-19.3) 0.045

Tobacco consumption 0.93 (0.35-1.70) 0.859

Severe radiological abnormality 2.73 (1.73-3.55)  <0.001 1.91 (0.64-3.49) 0.210

Lymphocytes (<1 G/L) 1.64 (0.92-2.49)  0.097

Monocytes (<0.2 G/L) 2.79 (1.60-3.22) 0.018 2.89 (1.46-3.20) 0.026 2.88 (1.67-3.19) 0.015

NL Ratio (per unit increase) 1.02 (0.98-1.06) 0.300

NM Ratio (per unit increase) 1.03 (1.01-1.07)  0.023 0.97 (0.92-1.02) 0.219

TCA (>1.15) 1.14 (0.61-1.77) 0.652

D-Dimer (>1,000 pg/L) 212 (1.26-3.03)  0.008 1.58 (0.45-3.15) 0.419

Fibrin monomers (>6) 1.67 (0.88-2.42) 0.102

Fibrinogen (per unit increase) 1.32 (1.13-1.54)  0.002  1.45(1.10-1.88) 0.020 1.45 (1.17-1.81) 0.005

VWF:GPIb-binding activity (>250%) 2.00 (1.15-2.97) 0.021 0.64 (0.14-1.89) 0.487

Prothrombin fragment 142 (=290 pM) 2.17 (1.37-2.94)  0.004 2.58 (1.23-3.46) 0.025 2.39 (1.20-3.30) 0.023

ETP (per 200 unit increase) 1.12 (0.97-1.27) 0.122

Peak (per 50 unit increase) 1.26 (1.07-1.48) 0.008 1.58 (0.59-2.47) 0.308 1.28 (1.03-1.59) 0.043

Velocity (per 50 unit increase) 1.75 (1.28-2.20)  0.002 0.64 (0.15-2.63) 0.754

Results are expressed as relative nisk (RR) (95% confidence interval). N = 84 due to missing data for retained predictors.

2 Univanate logistic regression analysis.

®Muttiple logistic regression analysis for variables with P-value below 0.05.
¢ Backward vaniable selection from the full model.

9Wald test.

Bold values are significant values.

the onset of inflammation, cell damage, or tissue injury.
The endothelium supports an extensive repertoire of natural
anticoagulant. However, during sepsis, activated endothelium
increase in TF expression within the vasculature is considered
a pivotal step in initiating and sustaining coagulation. The
concept of sepsis induced endothelial dysfunction is known as
thromboinflammation (31). Few studies evaluated coagulation
biomarkers to predict intensive care unit transfer and death
in COVID-19. Zhang et al. (19) described an increase of D-
dimer associated with poor prognosis. However, the rise of
D-dimer during hospitalization is associated with a limited
performance to predict death (26). In the study of He et al.
(32), the D-dimer cutoff at hospital discharge or death is 2,025
png/L (AUC: 0.909) and associated with a poor prognosis. In
our study, D-dimer >2,000 was not associated with clinical
worsening. However, the aim of the study was not the same,
with death for He et al. Moreover, the C-reactive protein
was more correlated with disease severity compared to D-
dimer (33). Our results suggest that fibrinogen had a high
discriminate power and a more specific manner than D-
dimer does.

Prothrombin fragments 142 are less impacted by
inflammation than D-dimer (34). We demonstrated increase

Frontiers in Medicine | www.frontiersin.org

of prothrombin fragments 1+2. In a recent study evaluating
prothrombin fragment 14-2 in COVID-19-associated thrombosis
(35), a prothrombin fragment 142 >500 pmol/L was associated
with venous thromboembolism (odds ratio: 4.26). Conversely,
a D-dimer >2,500ng/mL was not significantly associated with
VTE (odds ratio: 5.91).

The interest of global coagulation assay has been previously
demonstrated in COVID-19 (36). TGA has already been used
to evaluate hypercoagulability (37-40) and acute ischemic stroke
development (41). The fact that SARS-CoV-2 virus induces
severe endothelial injury associated with intracellular virus
and disrupted endothelial cell membranes (42) make TGA an
interesting tool to predict clinical outcome of SARS-CoV-2-
infected patients. Indeed, microangiopathy and occlusion of
alveolar capillaries from lung patients with COVID-19 were
found to be secondary to widespread vascular thrombosis (42).
The monocytopenia count below 0.2 G/L could be related to
COVID-19 severity. This is in accordance with the fact that a
decreased monocyte count is associated with poor prognosis in
sepsis (43). Recruitment of monocytes is essential for effective
control and clearance of viral, bacterial, fungal, and protozoal
infections (44). The inflammatory recruitment failure is also a
possible explanation to aggravation.
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Several studies have described DIC in some COVID-19
patients. In the study of Fogarty et al. (45), DIC was rare and
appeared in the late stage disease. In two others studies (16, 46),
DIC was significantly more frequent in non-survivors than in
survivors. In contrast, in the 24 patients from Panigada’s report
(47), DIC was not evidenced. With ISTH score, we demonstrated
DIC score increase with D-dimer, in worsening patients with
more than 75% with a DIC score below 3. With fibrin monomer,
more than 75% worsening patients had a DIC score below of 1.
Furthermore, the increase of platelet and fibrinogen, associated
with normal prothrombin time in our patients, explains the
normal DIC score results.

The interest to predict clinical outcome in COVID-19 leads to
important increases in the demand for hospital beds and shortage
of medical equipment. The urgency of diagnostic and prognostic
models can assist quickly the efficient triage of patients in the
COVID-19 pandemic (12). Several scores exist for the prediction
of mortality in pneumonia, such as CURB-65, A-DROP score,
and 4C mortality score (13-15). However, these scores are not
suitable to determine intensive care unit transfer. Interestingly,
our results demonstrated that the association of fibrinogen
level, thrombin peak measurement, and O requirement was
an easy-to-apply model that could predict near than 80% of
clinical outcome. Of note, we observed 33/35 patients with O,
requirement in the clinical worsening group, among which 26
had fibrinogen level higher than 5.5 g/L and TGA peak higher
than 99 nM, suggesting the ability of these last two parameters to
predict clinical outcome.

The interest of predictive score to worsening, including
intensive care unit transfer during hospitalization, is prompt
aggressive treatment, including the initiation of steroids and
early escalation to critical care if appropriate (48). A recent
study demonstrate that coagulation biomarkers are independent
predictors of increased oxygen requirement in COVID-19
patients (49), among them increased fibrinogen and decreased
FVIII/VWE:Ag ratio. A study confirmed that D-dimer increase
is not associated with intensive care unit transfer (23).

In the study of Panigada et al. (47), von Willebrand factor
antigen and ristocetin cofactor activities greatly increased. In the
Poissy et al. study (50), factor Willebrand antigen levels seem to
be associated with a greater PE risk.

Nevertheless, our study presents several limitations. We have
a limited sample size, but the aim of the study was to develop
an easy-to-use score to help clinicians. Moreover, our study
was prospective and each patient has completed the follow up.
Furthermore, we used a robust standardized coagulation test.
Finally, our predictive score was computed on our total cohort
since it did not appear reasonable to split the data into a training
and a test dataset. The validation of our predictive score is
required to ensure the reproducibility of the developed mode.

CONCLUSION

In conclusion, we identified that high fibrinogen, O,
requirement, and thrombin peak at admission were associated
with a secondary admission in intensive care unit or death.
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The score allows the initiation of steroids and triage for
worsening patients. Our results should therefore be considered
as exploratory and deserve confirmation.
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Table 1 supplemental. Biological characteristics of the 99 hospitalized patients with COVID-19 infection

All Improving Worsening
Parameters (n=99) (n=64) (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) 0.91 [0.63-1.39] 1.18 [0.68-1.44] 0.81[0.53-1.21] 0.080
<1G/L 55/98 (56.1%) 32 (50.0%) 23/34 (67.6%) 0.134
Monocyte count (G/L) 0.41 [0.32-0.62] 0.44 [0.33-0.63] 0.36 [0.28-0.54] 0.089
<0.2 G/L 7/98 (7.1%) 1(1.6%) 6/34 (17.6%) 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 1.1[1.0-1.2] 1.1[1.0-1.2] 1.1[1.1-1.3] 0124
>1.15 37/97 23/63 14/34 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 (ug/L) 964 [705-1861] 863 [575-1513] 1483 [890-3684] 0.001
> 500 84 52 32 0.245
> 1000 47 24 23 0.013
> 1500 34 17 17 0.047
Antithrombin (%) 103 [98-113] 104 [98-113] 101 [96-110] 0.482
Fibrin monomer 2.7 [2.0-4.4] 2.7 [2.0-3.7] 2.7 [1.9-6.2] 0.339
> 6 ug/ml 17 (17.2%) 8(12.5%) 9 (25.7%) 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
VWEF:GPIb-binding activity (%) 301 [149-319] 201 [140-267] 257 [182-434] 0.005
>250 % 55 (55.6%) 30 (46.9%) 25 (71.4%) 0.032
Prothrombin fragment1+2 (pM) 261 [200-317] 235 [179-294] 277 [246-341] 0.016
>290 pM 30 (30.3%) 13 (20.3%) 17 (48.6%) 0.007
ISTH DIC Score
D-Dimer based Score 2 [2-3] 2 [2-2] 2[2-3] 0.008
Fibrin monomer Score 0.00 [0.00-1.00] 0.00 [0.0-0.25] 0.00 [0.00-1.00] 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 (hnM/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 x? 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 étre un outil intéressant pour évaluer I'hypercoagulabilité
dans des modéles translationnels de dysfonction endothéliale. Il faut cependant noter que I'étape pré-
analytique et le manque de standardisation limitent son utilisation et en conséquence, les études
comparatives entre protocoles. Dernierement, le sous-comité de I'ISTH sur la standardisation
meéthodologique 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 parametres 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 I'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 contrdles 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 I'ISTH, sur les étapes de prélévements, de conservations et d’analyses des échantillons. Il est a
noter que le laboratoire d’hémostase vasculaire du CHU de Rouen a participé a 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 I'|STH 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 I'anticoagulation et I'ETP chez les patients traités par HNF. Dans notre expérience, la
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génération de thrombine est completement inhibée lorsque les patients traités par HNF, sont dans la
cible thérapeutique de I'anti-Xa (publication en cours). Des résultats récents d’études au cours de la
COVID-19 ont démontré I'intérét de nouveaux réactifs pour neutraliser ’THNF et 'THBPM 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 intérét sur
une étude monocentrique que nous avons meneée au cours de I'hospitalisation et 'aggravation en USI
chez les patients COVID-19, ou le TGT a été réalisé sans neutralisation de 'HNF et 'THBPM (Figure
19).
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Figure 19. Résultats du TGT de I'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 '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 ’EPCR induit in vitro 'absence d’évaluation de la résistance a la
protéine C activée par le TGT, limitant I'évaluation globale de la coagulation (376). L’ajout de PCa
permet de cliver directement le FVa et le FVllla, 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’hypercoaqulabilités

2.1. D-dimeres

Les D-dimeres ont une excellente valeur prédictive négative pour la MTEV. Cependant, de
nombreuses situations induisent une augmentation physiologique (378) et pathologique des D-dimeéres
(379,380), ne permettant pas une utilisation optimale pour prédire le risque de MTEV. Les résultats de
HERDOO?Z2, sur le risque de récidive thrombotique apres arrét du traitement anticoagulant, a démontré
un intérét pour la femme jeune (381). Récemment, une étude du suivi des D-dimeres, aprés arrét du
traitement anticoagulant, a démontré que le risque de récidive était associé au doublement des taux
de D-dimeres 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 I'age, le sexe,
la localisation du premier événement thrombotique et le dosage des D-diméres) démontrent une sous-
estimation du risque de récidive thrombotique (383). Les D-dimeres perdent aussi en spécificité dans

la prédiction des récidives thrombotiques dans les cancers a fort risque thrombotiques (384).

Différentes études ont évalué a la fois les D-diméres et le TGT comme marqueurs prédictifs
d’hypercoagulabilité. Une étude a évalué I'évolution des D-dimeres et du TGT au cours du diagnostic
et suivi de patients atteints de cancers solides, et développant un évenement thromboembolique (385).
Les D-diméres étaient significativement augmentés a I'inclusion, chez ceux développant une MTEV.
Les résultats du TGT étaient paradoxaux, avec une diminution du pic et de I'ETP a 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-diméres sont augmenteés, et le TGT est diminué
(386). Cependant, les D-dimeéeres 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’événement vasculaire
au cours de la coronaropathie. 1l faut cependant noter que les conditions de dosage de la TGT ne sont

pas celles que nous utilisons pour I'exploration de I'hypercoagulabilité.

Dans une étude portant sur le sujet>70 ans, I'association des 2 paramétres est un bon compromis pour
prédire le risque de développer une MTEV (387). Des D-diméres>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 a un risque développer une premiere MTEV. En analyse multivariée, I'association des D-
diméres 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-dimeres restent un excellent marqueur prédictif négatif. lls ont une meilleure sensibilité dans les
pathologies artérielles pour refléter 'hypercoagulabilité. La place du TGT pourrait étre utile dans les

études ou les D-diméres sont augmentés de fagon pathologiques.

2.2. Fragments 1+2 de la prothrombine

Les F1+2 reflétent in vivo la génération de thrombine. Les F1+2 sont moins impactés par I'inflammation

gue les D-dimeres (388). lIs ont été peu étudiés dans la récidive thrombotique(389).

Des études ont comparé les F1+2, D-dimeres et le TGT. Au cours de la suspicion de MTEV, les D-
diméres et les F1+2 sont plus augmentés chez les patients avec suspicion de MTEV, et TETP et a la
limite de significativité (390). Aprés ajustement sur I'age, le sexe et les comorbidités, 'augmentation

de 'ETP semble étre 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 a la récidive du SCA et au décés. Dans l'étude, les F1+2 étaient
augmentés et 'ETP diminué. Aprés ajustement des covariables, seul 'ETP était prédictif d’un
« outcome » péjoratif. Ces résultats ont déja été observés dans une autre étude sur le risque de
développer un événement cardiovasculaire (276). Une possible explication est '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-diméres et TGT), au cours de la grossesse normale ou a risque
thrombotique, démontrent une augmentation sans préediction du risque thrombotique (392,393).
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Le TGT semble avoir des limites sur les maladies artérielles, avec une diminution associée a des
événements cardiovasculaires. Les F1+2 ont été peu étudiés, mais aurait peut-étre leur place avec le

nouveau kit unitaire a I'étude, permettant un résultat aussi rapide que les D-diméres.

142



Conclusion et perspectives

Ce travail de thése avait pour objectif principal d’évaluer le lien entre dysfonction endothéliale et
hypercoagulabilité dans différents modeéles translationnels. Nos modeéles avaient pour objectif de
mimer trois types de dysfonctions endothéliales : aigué (COVID-19), subaigué (SAPL) et chronique
(fibrose pulmonaire idiopathique). De notre expérience sur le TGT, I'évaluation du pic thrombine
semble adapté a des pathologies “aigues”, ou les systémes 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 a I'avenir de compléter toute analyse avec de la
thromboduline, reflétant pleinement la coagulation.

Dans notre modele translationnel de SAPL, nous avons pu montrer I'intérét d’utiliser le TGT pour
évaluer la modulation pharmacologique par 'lHCQ. Cette étude sera poursuivie dans I'essai clinique
randomisé, porté par le Service de Médecine Interne, par le Dr Sébastien Miranda (APLAQUINE
NCT02595346). D’autres pistes thérapeutiques pourraient étre explorées dans le syndrome des
antiphospholipides, comme ['utilisation pharmacologique d’'inhibiteur des protease activated receptor.
Un deuxiéme obijectif était I'apprentissage de la culture d’ECFC et leur évaluation dans un modéle de
dysfonction endothéliale. Dans le modéle dECFC FPIl, nous avons pu décrire un état
d’hypercoagulabilité, ce qui se traduit en clinique par des événements thrombotiques chez ces patients.
La culture d’ECFC pourrait étre utilisée pour évaluer si la dysfonction endothéliale retrouvée dans le
SAPL se fait dés 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 a fort risque de récidive thrombotique,
nécessitant une anticoagulation au long cours, et ceux avec un faible risque.

Enfin, nous avons pu démontrer I'intérét du TGT dans l'infection a SarS-CoV-2 pour prédire les risques
d’aggravation deés I'hospitalisation. L’intérét de cette prédiction est d’initier chez les patients,
susceptibles de s’aggraver, des thérapeutiques, tel que les corticoides, pour permettre de ne pas

saturer les unités de soins intensifs.
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