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LISTE DES ABREVIATIONS

Ag Antigéne

AP AntiPlasmine

AT AntiThrombine

AUC Aire Under Curve

CV Coefficient de Variation

DMSO DiMéthylSulfoxyde

ETP Endogenous Thrombin Potentiel

EXADELI EXACYL® dans le traitement de 'hémorragie de la DELIvrance
fvW Facteur de von Willebrand

GTP Génération de thrombine et plasmine simultanée en un puits
FT Facteur Tissulaire

MFIB Monomeres de FIBrine

PAIl Plasminogen Activator Inhibitor

PAP Plasmine-a2 AntiPlasmine

PC Protéine C

PFA Platelet Function Analyser

PS Protéine S

PPP Plasma Pauvre en Plaquettes

PRP Plasma Riche en Plaquettes

QSP Quantité Suffisante Pour

sc t-PA Single Chain Tissue Plasminogen Activator
sc u-PA Single Chain Urinary Plasminogen Activator
TBS Tris Buffer Saline

TCA Temps de Céphaline Activée

tc t-PA Two Chain Tissue Plasminogen Activator
TFPI Tissue Factor Pathway Inhibitor

TM Thrombomoduline

TP Taux de Prothrombine

TQ Temps de Quick

t-PA Tissue Plasminogen Activator

TT Temps de Thrombine

u-PA Urinary Plasminogen Activator
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RESUME

La prise en charge des patients présentant un déficit constitutionnel en
Facteur XI demeure compliquée du fait de 'absence de corrélation du taux de facteur
Xl et de la symptomatologie hémorragique. L’implication de ce facteur dans la
coagulation et la fibrinolyse rend le test de génération de thrombine et plasmine
simultanée intéressant pour I'évaluation de ces patients et du traitement substitutif

par Hemoleven®.

Dans un premier temps, nous avons réalisé une étude rétrospective, portant
sur 70 patients présentant un déficit constitutionnel en facteur XI (19 patients du
groupe 1 FXI <10% et 51 patients du groupe 2 FXI de 10 a 50%). Les profils de ces
patients présentent des caractéristiques communes, avec une génération de
thrombine retardée et diminuée et une génération de plasmine conservée mais plus
précoce que chez des patients témoins. Ces profils ne sont cependant pas corrélés
au taux de facteur Xl. Néanmoins, nous avons mis en évidence un profil de base
propre a chaque patient. Cette donnée importante permettra d’évaluer la réponse a
un éventuel traitement par Hemoleven® et devra également étre confrontée a la
symptomatologie hémorragique.

Nous avons ensuite évalué I'impact du traitement par Hemoleven® sur les
profils de génération de thrombine et plasmine simultanée, ex vivo et in vitro. Les
résultats sont comparables et montrent une augmentation de la génération de
thrombine, ainsi qu’un affaissement du pic et un raccourcissement du temps de lyse

pour la plasmine, paralléle a 'augmentation de la dose d’Hemoleven®.

Ces résultats encourageants devront étre complétés par I'étude de différents
parameétres (facteur Willebrand...), pouvant expliquer les profils hétérogenes et la
symptomatologie hémorragique. D’autre part, l'impact de I'Hemoleven® sur la

fibrinolyse devra étre confirmé.
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1) Généralités

1) Introduction

L’hémostase, défini comme le processus physiologique permettant I'arrét du
saignement apreés une bréche vasculaire, nécessite la combinaison du vaisseau
sanguin, des cellules du sang (dont les plaquettes) et des protéines de coagulation.
On distingue 'hémostase primaire (adhésion/activation/agrégation des plaquettes) et
'activation de la coagulation plasmatique, les deux phénoménes étant quasi
simultanés et interdépendants, permettant au «clou plaquettaire » d’étre consolidé
par le réseau de fibrine.

Un équilibre physiologique existe entre le systeme de la coagulation qui forme le
caillot et le systéme fibrinolytique qui le dissout, notamment gréace a un systeme
d’activateurs et d’inhibiteurs plasmatiques (1).

Le réle du Facteur Xl dans ce processus reste trés étudié mais demeure encore mal
connu. Le FXI initie la voie endogene permettant par activation du FX puis du FlI,
d’aboutir conjointement a l'action de la voie extrinséeque a la formation de la
thrombine, enzyme clé de la coagulation, transformant par protéolyse le fibrinogéne
soluble en fibrine insoluble. Des données récentes permettent de dire que, pour la
coagulation, la voie tissulaire est majoritaire et la voie endogene plus accessoire.
Cependant, des travaux récents ont montré I'importance que pourraient jouer les
facteurs de la voie endogeéne, en particulier le FXII et FXI dans le développement des

thromboses, donnant un intérét nouveau a cette voie (2).

2) Facteur XI

Le Facteur XI (FXI) est une sérine protéase de 160kDa, synthétisée par le foie
et ayant une demi-vie d’environ 52h. Son taux est bas chez les nouveaux-nés et
augmente progressivement jusqu’a atteindre le taux normal vers six mois. Il y a peu
de variation de son taux en dehors des déficits constitutionnels et de l'insuffisance
hépatique (3).

Le FXI circule sous forme d’homodimére constitué de deux sous-unités identiques

reliées par un pont disulfure (Figure 1). Chaque chaine peptidique comporte dans sa
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partie C terminale le site actif composé de la triade His413, Asp462, Ser557, et dans
sa partie N terminale quatre domaines homologues « Apple » désignés A1, A2, A3,
A4. Ces domaines jouent un réle déterminant dans les interactions du FXI avec ses
ligands (4), en particulier la liaison a la GPIb plaquettaire via le domaine A3 ainsi que
le facteur IX (FIX), le Kininogéne de haut poids moléculaire (KHPM) via A2 (2), ou

encore la thrombine via A1 et 'héparine via A3(4).

Figure 1 Structure du FXI.
de Rancourt E., Bauduer F., Pan-Petesch B., Goudemand J., Déficit en facteur XI, Hématologie 2010 ; 16(4) ; 284-92.

La structure tridimensionnelle de la molécule lui confére une forme de « tasse
sSur une soucoupe » pour chaque monomere, les quatre domaines Apple formant un
disque sur lequel repose le domaine catalytique (Figure 2). Les deux chaines
peptidiques sont reliées par leur domaine A4 grace a un pont disulfure (Cys321-

Cys321 localisés dans le domaine A4) (5) et des liaisons hydrophobes (2).
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Figure 2 Structure tridimensionnelle du FXI.
de Rancourt E., Bauduer F., Pan-Petesch B., Goudemand J., Déficit en facteur XI, Hématologie 2010 ; 16(4) ; 284-92.

Le FXI se distingue des autres facteurs de la coagulation par sa structure ; en
effet, le FXI ne posséde pas de domaine Gla en position N-terminale, site de liaison
du calcium. Il s’agit du seul facteur de la coagulation se présentant sous forme
d’homodimére (6).

Le FXI circule lié au KHPM via le domaine A1, qui en présence d’ions Zinc, stabilise
et facilite sa liaison aux surfaces chargées (4).

Le géne du FXI, de 23kb, est situé sur le chromosome 4 (4q35). Il contient 15

exons dont les exons 3 a 10 qui codent pour les domaines « Apple » et les exons 11

a 15 pour la région C terminale, ainsi que 14 introns (2,7).

a) Activation du FXI
Le FXI est présent sous forme de zymogéne a partir duquel une scission

protéolytique en Arg369-1le370 génére la fraction active (FXla). Ce clivage se fait
grace a différents activateurs tels que plusieurs formes de thrombine (meizo-, a-, -,
et y-thrombine), le facteur XII activé (Xlla) ou le FXla lui-méme (auto-activation) (8).
L’absence de saignement lors de déficit en FXII montre qu’il y a une alternative a
I'activation du FXI. (6,7)

Le clivage de la liaison Arg369-11e370, qui réside entre le domaine A4 et le domaine
catalytique, entraine la formation de deux chaines lourdes contenant les domaines

Apple et deux chaines légeres contenant les deux sites actifs (9).
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Ce clivage entraine un changement conformationnel de la molécule et permet le
rapprochement des 2 sous-unités.

De petites quantités de thrombine, générées durant la phase d’initiation de la
coagulation par le contact du complexe FVlla-Facteur Tissulaire au site de la Iésion
vasculaire, suffisent a activer les plaquettes et le FXI. Cependant, le complexe FT-
FVlla est rapidement inhibé par le Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI), inhibiteur
de la voie exogéne de la coagulation, lui-méme activé par le facteur Xa (FXa). La
formation de la thrombine est alors transitoire et permet surtout linitiation de la
formation du caillot et I'activation du FXI. Le FXla peut alors a son tour activer le FIX
ce qui permet un « burst» supplémentaire de thrombine. Cette génération de
thrombine localisée au site de la Iésion vasculaire entraine la consolidation du caillot
(2,9).

L’activation du FXI génére un intermédiaire 2 FXla, contenant un monomeére
activé et un monomére non activé, le FXla ayant les 2 sous-unités actives (2,7,10).
Cette fraction est mise en évidence lors de la migration sur gel DDS polyacrylamide
par électrophorése du FXI lors de son activation (Figure 3) (7).

Cette derniére forme serait majoritaire dans le plasma durant l'activation de la

coagulation et permettrait I'activation du FIX (10).

0 —— Time (hours) ———» 6

Figure 3 Différentes formes du FXI
Emsley J, McEwan PA, Gailani D. Structure and function of factor XI. Blood, 1 April 2010, Vol 115, n°13.

b) Inhibition du FXI
L’inhibition du FXla se fait principalement par les sérine-protéases du groupe

des Serpines : antithrombine, C1 esterase inhibitor, a4-antitrypsine, az-antiplasmine,
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protéase nexin-1, la protéine Z-dependent protéase inhibitor (3), ou encore le TFPI-2
(11). L’héparine peut améliorer cette inhibition en favorisant la liaison du domaine

A3 du FXla avec les Serpines, par effet allostérique ou neutralisation des charges

(4).

c) Réles du FXI
Le FIX est le substrat naturel du FXla, il ne se lie pas au FXI. Une fois le FXI

converti en FXla, un changement conformationnel lui permet d’exposer ses sites de

liaison au FIX, situés sur le domaine A3 (4) (Figure 4).
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Figure 4 Activation du FIX par le FXla
Issue de F X| Deficiency Mutation Database®, UCL, http://factorxi.org/

\

Saunders et al, 2005. Factor XlI deficiency database: an interactive web database of mutations, phenotypes, and structural
analysis tools. Human Mutation. 2005. 26:192.(12)

Pour étre activé, le FIX doit étre clivé sur 2 sites (en Arg145-Ala146 et Arg180-
Val181) et ainsi former la fraction active FIXa (Figure 5) (7)
L’activation du FIX peut se faire soit par le FVIla/FT soit par le FXla. Par la voie du
FVIla/FT, le clivage de la liaison Arg145-Ala146 forme un intermédiaire FIXa. Le
clivage suivant de la liaison Arg180-Val181 entraine alors la fraction active FIXap.
Cet intermédiaire n’est pas retrouvé lors de I'activation par le FXla. Cette différence
serait expliquée par la dimérisation du FXla qui entrainerait un clivage quasi

simultané des deux liaisons peptidiques (7).
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Figure 5 Activation du FIX
Emsley J, McEwan PA, Gailani D. Structure and function of factor XI. Blood, 1 April 2010, Vol 115, n°13.

Le FXI exerce également une action antifibrinolytique. |l apparait étre I'un des
liens entre coagulation et fibrinolyse. Le FXla inhiberait la fibrinolyse de fagon
indirecte via le TAFI (Thrombosis activator fibrinolysis inhibitor) (Figure 6) (Cf. chapitre
4).

Fibrinolyse

Fibrinogéne o Fibrine

Figure 6 R6le du FXI dans la coagulation
de Rancourt E., Bauduer F., Pan-Petesch B., Goudemand J., Déficit en facteur XI, Hématologie 2010 ; 16(4) ; 284-92.

d) Réle du FXI dans les désordres thromboemboliques
Le FXI ne jouerait donc pas de réle dans le déclenchement de la coagulation,

mais permettrait de maintenir une génération de thrombine suffisante pour assurer la
croissance et la stabilisation du caillot, lorsque la voie du facteur tissulaire « starter

de la coagulation » est inactivée (13).
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Plusieurs études ont permis de mettre en avant le FXI comme une future cible
dans les traitements antithrombotiques.

Pour Girolami et al., il semblerait que la survenue d’une thrombose veineuse chez
les patients déficitaires en FXI soit rare (14).

Cependant, Salomon et al. ont démontré que l'incidence des infarctus du myocarde
chez les patients avec un déficit sévere en FXI n’était pas significativement différent
de la population générale (15).

Vu qu’un taux faible de FXI protége des thromboses, on pourrait penser qu’un taux
élevé favorise celles-ci. L'étude de Meijers et al. montre que chez 10% de la
population générale avec des taux de FXI élevés, le risque de thromboses veineuses
est deux fois plus important que chez les 90% restant (16)

Par ailleurs, plusieurs études de modéles animaux ont montré le rdle
important du FXI dans la formation du caillot, notamment celles sur des souris
transgéniques déficitaires en FXI mais également en FXIl qui ont conforté ces
résultats. En effet, elles montraient que ces déficits n’inhibaient pas la formation du
caillot mais diminuaient de fagon trés significative sa taille et son extension, et cela
dans différents types de modéles de thrombose aussi bien veineuse qu’artérielle
(17). Des études plus récentes ont porté sur des modéles d’'ischémie cérébrale chez
des souris déficitaires en FXI, et ont mis en évidence un effet protecteur du déficit
avec une réduction sensible de la mortalité et des déficits neurologiques. Ceci est
tout a fait en accord avec une publication israélienne montrant une incidence plus
faible d’AVC chez les sujets ayant un déficit sévére en FXI comparé a la population
générale (4,18) .

Le déficit en FXI pourrait donc avoir un effet protecteur vis-a-vis de la thrombose,

induisant méme un impact positif en terme de survie (19).

L’inhibition du FXla devient une nouvelle approche dans I'anticoagulation.
Ainsi, plusieurs méthodes d’inhibition ont été envisagées et restent pour l'instant a
I'état expérimental : inhibition de la production, inhibition de I'activation, anticorps anti
FXI, thérapie anti-sens...(20-22)

L’étude de Loéwenberg et al. (23) parle elle d'une co-administration d’un
oligonucléotide anti-sens FXI| avec de héparine ou du clopidogrel pour augmenter

I'effet antithrombotique tout en diminuant les complications hémorragiques.
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Reste le probléeme de I'existence d’'un antidote lors de situations hémorragique ou

avant un geste invasif.

e) Déficit en FXI
Le déficit en FXI a été décrit pour la premiére fois par Rosenthal et al. en 1953

(24). Il s’agit d’un déficit rare, sa prévalence est d’environ 1/1 000 000 (2).
Cependant, le déficit en FXI est retrouvé a plus grande fréquence chez certains
groupes ethniques tels que les Juifs Ashkénazes (8% d’hétérozygotes), les Juifs
d’Irak (3.3% d’hétérozygotes) ou les Basques francgais (4).

A ce jour, 190 mutations ont été rapportées chez les patients déficitaires en FXI
(base de données internationale interactive disponible sur le site
http// :www.factorxi.org). Différents types de mutations ont été relatées : faux-sens
(58%), polymorphisme (13%), non-sens (12%), anomalies d’épissage (8%), délétion
(6%) ou encore insertion (3%).

Phénotypiquement, le déficit en FXI peut se classer en deux types : CRM - (Cross
Reactive Material Negative) caractérisé par une diminution de I'activité coagulante et
de l'antigéne, et CRM + (Cross Reactive Material Positive) caractérisé par une

diminution de l'activité coagulante mais avec un taux d’antigéne normal (Tableau 1) (4).
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Table 2
Molecular Pathogenesis of CRM- and CRM + FXI Deficiencies.

CRM Category Mechanism Example
Type Mutations
CRM- 1 Prevents or reduces FXI synthesis Glu117stop

Synthesizes polypeptides that dimerize poorly, Phe283Leu
and most are retained intracellularly as
monomers

3 Mutant polypeptide reduces wild-type FXI Ser225Phe
homodimer secretion through formation of
nonsecretable heterodimers

CRM+ 1 Interferes with FXI activation

Disturbs FXI dimerization and interferes with Cly350Ala
trans-activation of FXI
Impairs HK binding of FXI, possibly resulting in  Gly155GIu
decrease of FXI activation
Interferes in FXI activation because it belongs to  Val371lle
part of the activation loop

Reduces thrombin-mediated FXI activation Ser248Asn
through reduction of FXI affinity for platelets

2 Impairs FIX activation by FXI
Hampers substrate FIX engagement Argl184Gly
Blocks FIX binding Ser576Arg

Alters electrostatic charge around the active site  Gly555GIu
and interferes with the interaction between

FXla and FIX

Forms a new hydrogen bond with Ser557 (key Thr575Met
residue of FXI catalytic triad)

Influences the catalytic effect of FXla on FIX Ala375Val

Impairs FIX activation activity, possibly by Arg378Cys
affecting the interaction between FXla and AX.

Disturbs the catalytic function of FXI Pro520Leu
Interferes in the catalytic activity of FXla by Cys581stop
disrupting the disulfide bond between Cys553

and Cys581

Tableau 1 Classification phénotypique des déficits en Facteur XI.
He R, Cheng D, He S. Factor XI: Hemostasis, Thrombosis and Antithrombosis. Thrombosis Research 129 (2012) 541-550

Dans la population juive Ashkénaze, 4 mutations principales existent dont le
type Il (Glu117Stop) et le type Il (Phe283Leu) représentent 98% des déficits (4). Ces
deux génotypes ont un impact différent en clinique. Les individus homozygotes pour
le type Il (qui entraine une absence de FXI) ont des taux de FXI trés bas (<1 U/dL)
alors que les patients homozygotes pour la mutation de type Il (entrainant un défaut
de formation des diméres et de sécrétion) conservent des taux de FXI de I'ordre de
10 U/dlL.(2)

Plus récemment, deux nouvelles mutations en lien avec un effet fondateur ont
été rapportées. Il s’agit de la Cys38Arg (exon 3) retrouvée chez les Basques francgais

(25) et qui a été également isolée trés récemment dans une zone du Finistéere (2).
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Cette mutation induit a I'état homozygote des taux trés faibles de FXI mais est
rarement a l'origine de manifestations hémorragiques sévéres (25,26). La deuxiéme
mutation, Cys128Stop, retrouvée dans une population du nord-est de I'Angleterre,
siége dans I'exon 5 (27).

Contrairement aux déficits en FVIII et FIX, le déficit en FXI ne cause que trés
rarement des saignements spontanés. Il s’agit dans la majorité des cas de
saignements aprés des gestes invasifs, surtout au niveau des tissus avec une
activité fibrinolytique élevée (oropharynx, tractus urinaire).

L’'une des problématiques du déficit en FXI est que les taux de facteur ne sont pas
corrélés a lintensité du saignement (Figure 7), les tendances hémorragiques sont

différentes en fonction des patients pour un méme taux. (3)
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Figure 7 Corrélation entre taux de FXI et les syndromes hémorragiques.
Gomez K, Bolton-Maggs P. Factor XI deficiency. Haemophilia. 2008 Feb 27;14, 1183-1189

Aussi, une méme mutation génétique peut conduire a différents phénotypes

hémorragiques (28). Les raisons de cette hétérogénéité clinique ne sont pas claires,
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possiblement fonction des autres taux de facteurs, de la coexistence d’autres
pathologies hémorragiques (4).

Cependant, Zucker et al. (29) a montré une différence de structure du caillot de
fibrine chez les patients hémorragiques déficitaires en FXI par rapport aux patients
non hémorragiques déficitaires en FXI. En effet, chez les patients hémorragiques, le
caillot de fibrine présente une densité diminuée par rapport aux patients non
hémorragiques, ce qui serait associé a un défaut de stabilité du caillot et donc

coopérerait a la tendance hémorragique.

f) Traitement des déficits en FXI
L’absence de corrélation entre le taux de FXI et le syndrome hémorragique

entraine aussi une problématique en matiére de traitement.

Le traitement substitutif est souvent nécessaire en cas de procédures invasives telles
que les chirurgies ou les extractions dentaires. Deux types de traitements substitutifs
sont disponibles : le plasma frais congelé (PFC) ou le concentré de FXI.

Le PFC apporte I'ensemble des facteurs de coagulation notamment le FXI. Il est
admis que l'apport de 10ml/kg de PFC augmente de 10% [l'activité plasmatique du
FXI ce qui entraine I'administration de gros volume de PFC pour atteindre un seuil
suffisant de FXI. Cette surcharge volémique peut ainsi conduire a des complications
cardio-pulmonaires en particulier. De plus, comme tout produit sanguin labile, il
existe aussi un risque résiduel de transmission d’agents infectieux et de
manifestations allergiques (2,5).

Les concentrés de FXI sont préférés pour le sureté virale (9). Il en existe deux : I'un
produit au Royaume-Uni (BPL), l'autre en France (LFB, Hemoleven®). La demi-vie
de la molécule est de 48h et 'administration de 1Ul/lkg augmente de 2% le taux de
FXI. Des cas de complications thrombo-emboliques ont été rapportés aprés
administration de concentré, en grande majorité chez des patients agés ou
présentant des antécédents ou des facteurs de comorbidité cardio-vasculaire.

Depuis 2002, 12 cas de complications thromboemboliques ont été rapportés a LFB,
dont cinq fatals (30).

Ces observations ont conduit a préconiser I'administration de faibles doses que
celles précédemment recommandées (10-20 Ul/kg) et a I'ajout d’héparine et de C1-
inhibiteur, permettant d’inhiber le FXla qui pourrait étre présent, dans les concentrés

frangais, de I'antithrombine dans le concentré britannique (2).
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L’acide tranexamique est utilisé au cours de certains gestes invasifs ou
d’hémorragies limitées, en particulier dans les saignements des muqueuses.

Il s’agit d’'un antifibrinolytique, il ne corrige pas le déficit en FXI mais stabilise les
caillots de fibrine. En effet, en inhibant la liaison du plasminogéne a la fibrine, il
empéche la conversion en plasmine.(3)

D’autres molécules sont proposées dans le traitement des déficits en FXI. La
Desmopressine en est une, notamment pour sa facilité d’administration. Cependant,
il N"a pas été clairement rapporté de bénéfices aprés administration et son

inconvénient majeur est la restriction hydrique pendant 24h (4).
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3) Fibrinolyse

La fibrinolyse est le processus qui assure la lyse du caillot de fibrine et
contribue a la restitution de la continuité vasculaire aprés une lésion (31).
Ce mécanisme est trés complexe et fait intervenir, comme la coagulation des
activateurs et des inhibiteurs.
L’acteur central est la plasmine, issue de la transformation du zymogéne

plasminogéne par les différents activateurs.

a) Le systéeme du plasminogéne-plasmine
Le plasminogéne est une glycoprotéine constituée de 791 acides aminés (AA),

monocaténaire. |l est synthétisé au niveau du foie, mais également des testicules et
des neurones. Il comprend plusieurs modules, dont cing domaines « kringles » (K1-
K5) qui contiennent les sites lysine ou Lysine-binding sites (LBS) permettant la
liaison a la fibrine et a 'a2-antiplasmine (1).

La génération de plasmine survient lors du clivage de la liaison Arg561-Val562 du
plasminogéne, transformant ce précurseur monocaténaire en molécule bi caténaire
constituée des chaines A et B. La chaine A contient alors le peptide N-terminal et les
5 sites de fixation lysine, la chaine B le site actif (31).

Cette activation se fait par différents activateurs : l'activateur du plasminogéne de
type tissulaire (t-PA), l'activateur du plasminogéne de type urokinase (u-PA) et la

plasmine elle-méme (Figure 8).
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Figure 8 Systéme de la fibrinolyse ‘
Samama M. Conduites pratiques en hémostase. Réanimation Chirurgie Urgence 2°™ édition 2002, LFB p12.

b) Activateurs du plasminogéne
L’'urokinase (u-PA) : Il s’agit d’'une protéine sécrétée sous forme de zymogéne

monocaténaire (scu-PA ou single chain urinary-type plasminogen activator) et
composée de 411AA.

Cette forme native de 54 kDa est clivée en position Lys158-1le159 générant une
urokinase de haut poids moléculaire (HPM) appelée tcu-PA (two chain urinary-type
plasminogen activator) qui est sous forme bi caténaire.

La scu-PA a une forte affinité pour le plasminogéne mais n’a pas d’affinité pour la
fibrine(32).

Activateur du plasminogéne de type tissulaire (t-PA) : le t-PA est une sérine

protéase de 68kDa synthétisée et sécrétée par les cellules endothéliales. Son
stockage se fait dans les grains de Weible-Palade, comme le facteur von Willebrand

(31). Il s’agit de I'activateur principal du plasminogene.
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La protéine mature existe sous une forme native monocaténaire ou sct-PA (single
chain t-PA) et sous une forme bi-caténaire ou tct-PA (two chain t-PA), obtenue aprés
clivage de la forme native par la plasmine au niveau de la liaison Arg275-11e276.

Le sct-PA n’est pas un zymogene mais une protéase active, la molécule
monocaténaire est donc aussi active que la forme bi-caténaire.

Cette protéase est constituée de plusieurs domaines dont un module finger en
position N-terminale qui permet son adsorption a la fibrine.

Le t-PA exerce son effet en activant le plasminogéne via la formation d’'un complexe
ternaire t-PA/plasminogeénef/fibrine.

En effet, l'activité du t-PA est multipliée par 1500 en présence de fibrine, ce qui
permet une synthése de plasmine localisée au niveau du caillot (33)

La dégradation de la fibrine conduit a I'exposition de nouveaux sites de fixation pour
le plasminogéne, facilite l'activation du plasminogéne et amplifie sa propre
destruction. Inversement, la liaison du facteur Xlll (FXIII) a la fibrine masque les sites
de fixation du t-PA et limite le processus de fibrinolyse (1).

En I'absence de fibrine, le t-PA actif libéré est immédiatement neutralisé par son
inhibiteur PAI-1.

Activation FXII dépendante : Le FXlla active directement le plasminogéne et la

Kallicréine, qui peut a son tour convertir le scu-PA en tcu-PA. La kallicréine, le FXla
et le FXlla sont a l'origine de I'activité fibrinolytique FXII-dépendante.

Ce systeme est autocatalytique car la plasmine permet I'activation du FXII (34).

c) Régulation de la fibrinolyse
Le systeme fibrinolytique, de méme que la coagulation fait appel a des inhibiteurs qui

agissent a différents niveaux (Figure 9).

a2-antiplasmine : I'a2-antiplasmine est l'inhibiteur principal de la fibrinolyse.

C’est une glycoprotéine de type Serpines, de 70kDa organisée en 452AA issue d’'une
synthése hépatique.

Les sites de la région C-terminale se lient de fagon réversible au LBS des Kringles 1
et 4 de la plasmine et permet l'inhibition de ses fonctions.

L’a2-antiplasmine se lie aussi a la fibrine et au FXIIl. Cette double affinité permet de

retarder I'effet du t-PA sur le plasminogéne et d’assurer I'inhibition de la plasmine
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libre présente dans le plasma. En revanche, dés que la plasmine est adsorbée sur la
fibrine, 'a2-antiplasmine ne peut plus exercer son action car les sites lysine sont déja
occupés par la liaison a la fibrine.

Dans le plasma, la plasmine liée a a2-antiplasmine forme les complexes PAP dont le

dosage refléte I'existence d’'un processus fibrinolytique (1).

Inhibiteur des activateurs du plasminogene : Le PAI-1 est également une

glycoprotéine de type Serpines de 52kDa composée de 379AA. Il est présent en
quantité importante dans les granules a des plaquettes et son relargage au moment
de l'activation plaquettaire prévient la survenue d’une fibrinolyse précoce (1).

Le site actif Arg346-Met347 permet I'inhibition du t-PA et de I'u-PA (31).

Le PAI-2, appartenant au sous-groupe des serpines, est prédominant dans
'cesophage, la cornée, la langue, les muqueuses buccales et vaginales. C’est un
inhibiteur de l'u-PA. Son taux augmente pendant la grossesse pour s’effondrer
brutalement aprés la délivrance, ce qui explique I'augmentation paroxystique des

potentialités fibrinolytiques lors de celle-ci (1).
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Figure 9 Cascade régulatrice de la fibrinolyse
Fourrier F. Fibrinolyse et fibrinogénolyse en réanimation. Réanimation. 2002;11(5):341-348.
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4) TAFI : I'un des liens entre la coagulation et Ila fibrinolyse

Le TAFI (Thrombine activable fibrinolysis inhibitor ou carboxypeptidase
instable) est une molécule de connaissance plus récente. Il a été initialement identifié
par Hendriks et al.(35). C’est une molécule monocaténaire de la sous-famille M14A
des métallocarboxypeptidases (36). Ce zymogene de 60kDa est organisé en 423AA
et est synthétisé par le foie. Son activation se fait grace au clivage de I’Arg92 (37)
préférentiellement par le complexe thrombine-thrombomoduline, la thrombine ou la
plasmine. Cette activation aboutit a une molécule active, TAFla, de 35kDa (31). Sa
demi-vie est courte, de 8 a 15 minutes. Son inactivation se fait en deux étapes, avec
d’abord un changement conformationnel réversible puis par un clivage irréversible en
Arg 302 entrainant la formation du TAFlai (TAFI activé inactivé) (38). La chaleur ou
la protéolyse, par la thrombine ou la plasmine, peut entrainer cette inactivation. Les
nombreuses études impliquant le TAFI présentent des résultats difficiles a interpréter
compte tenu de l'instabilité de la protéine (36). Pour cela, le dosage du complexe
TAFI activé/TAFi activé-inactivé (TAFla/TAFlai) permet d’éviter cette difficulté.

Le TAFla permet I'’hydrolyse des résidus lysine et arginine en C-terminal de la fibrine
et du fibrinogéne, réduisant la fixation du plasminogéne a la fibrine (37). Ceci
entraine aussi une diminution de la formation des complexes ternaires fibrine-
plasminogéne-t-PA nécessaires a la fibrinolyse.

Son activation est intimement liée a la protéine C (PC); en effet, le complexe
thrombine-thrombomoduline est aussi le facteur principal d’activation de la protéine
C. La protéine C inhibe la thrombine, entrainant une diminution du TAFI. De fortes
concentrations de thrombomoduline sont nécessaires a I'activation de la PC et donc
a l'inhibition de la thrombine. Ce phénoméne est amplifié en présence de cellules
endothéliales ou la concentration de thrombomoduline y est trés élevée. La protéine
C Activé (PCa) réduit alors la génération de thrombine en inhibant le FVa et FVllla,
entrainant une diminution de I'activation du TAFI et une augmentation de la lyse du
caillot de fibrine.

En revanche, de faibles concentrations de thrombomoduline permettent 'activation
du TAFI et donc I'inhibition de la fibrinolyse (39) (Figure 10).
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Figure 10 Mécanisme d’action de la protéine C et du TAFI
Samama M. Conduites pratiques en hémostase. Réanimation Chirurgie Urgence 2°™ édition 2002, LFB p13.

Le TAFI fait partie des molécules ayant un réle dans la coagulation et la
fibrinolyse. Il semble ainsi étre le lien qui permet au FXI d’étre impliqué a la fois dans
la coagulation et la fibrinolyse. En effet, le « burst » de thrombine générée par
I'activation du FXI permet d’activer le TAFI (2). L'effet antifibrinolytique dépend de la
concentration de thrombine secondairement générée. Contrairement aux faibles
quantités de thrombine suffisantes pour la formation du caillot, de fortes
concentrations de thrombine sont nécessaires a l'inhibition de la fibrinolyse.
L'activation du TAFI par la thrombine est directement fonction de la présence du FXI.
Ce dernier devient une piéce centrale dans la génération de thrombine et la
régulation de I'activité fibrinolytique (40), permettant ainsi la protection du caillot de la
fibrinolyse (4). Cela pourrait expliquer la prépondérance des saignements au niveau

des tissus a haute activité fibrinolytique en cas de déficit en FXI.

Plusieurs études participent a la compréhension du réle du TAFI notamment
dans la résistance a la fibrinolyse (41), I'association cancer et thromboses (38), ou
encore dans le risque cardiovasculaire chez les patients coronariens (42).

En 2011, Carreiri et al. (41) a permis de mettre en évidence le réle du TAFI dans la

résistance a la fibrinolyse médiée par les plaquettes. De deux fagons, les plaquettes
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permettent I'inhibition de la fibrinolyse via le TAFI : premiérement, par le relargage
intra plaquettaire du TAFI. Les granules a peuvent contenir du TAFIl (& une
concentration d’environ 50ng pour 10° plaquettes), mais le nombre important de
plaquettes présentes lors du clou hémostatique permet d’augmenter la concentration
de l'inhibiteur. Deuxiemement, les plaquettes fournissent une surface procoagulante
permettant I'amplification de la cascade. De plus, en activant le FXI, les fortes
concentrations de thrombine générées entrainent I'activation du TAFI. (37)

Le TAFI semble aussi jouer un réle dans I'association cancer et thromboses. En
effet, les patients ayant un cancer présentent un risque élevé de développer une
thrombose aussi bien veineuse qu’artérielle. Ce risque peut s’expliquer par
I'activation de la coagulation et la réduction de la fibrinolyse. Récemment, Radu et al.
a étudié le taux de TAFI par le dosage du TAFI Ag et du complexe TAFla/TAFlai
chez des patients cancéreux avec ou sans événements thrombotiques (38). Cette
étude a montré un taux plus élevé de TAFla/TAFlai chez les patients atteints d’'un
cancer et ayant des complications TEV. Cependant, il n'y avait pas de différence
significative sur le taux de TAFI Ag entre les patients sains et les patients atteints de

cancer.
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5) Place des tests globaux

La mauvaise corrélation entre les taux de FXI (activité ou antigéne) et le
syndrome hémorragique a motivé I'utilisation de tests globaux permettant I'étude de
la coagulation et de la fibrinolyse chez les patients présentant un déficit
constitutionnel en FXI.

Ces tests globaux ne sont pas une nouveauté. En effet, la Thrombinographie ou
génération de thrombine in vitro a été utilisée il y 50 ans pour étudier la coagulation
chez les patients hémophiles (43). Elle permet un suivi complet de la concentration
en thrombine active, résultant a chaque instant de sa génération et de son inhibition.
Elle fut totalement supplantée par les tests chronométriques de coagulation tels que
le TCA et le TP mais plusieurs travaux ont récemment fait renaitre cette approche,
notamment grace a [lutilisation de la fluorescence et a la quantification de la
thrombine a [laide de calibrants (systtme CAT Caibrated Automated
Thrombinography) (44). Bien que la Thrombinographie soit le reflet de la coagulation
du patient, elle ne représente pas entierement la situation in vivo car elle ne prend

pas en compte la fibrinolyse et les différents interactions entre les deux phases (45).

Récemment, un test global étudiant la coagulation couplée a la fibrinolyse a
fait son apparition, le Clot Formation And Lysis (CloFAL). Il s’agit d’'une méthode de
turbidimétrie qui détecte la formation du caillot puis sa dissolution (46). Goldenberg
et al. ont utilisé cette technique dans les pathologies ou la fibrinolyse est altérée
comme chez les patients cirrhotiques et les hémophilies A sévéres chez lesquels
cette phase est excessive, ou dans le cas des insuffisances rénales ou la fibrinolyse
reste faible. Cette technique se fait sur plasma pauvre en plaquettes (PPP).
Cependant, le CloFAL présente une sensibilité limitée pour les troubles de la
coagulation avec effet opposé, comme les hémophiles A qui présente une
hyperfibrinogénémie. En effet, cette technique détermine la résultante entre le
fibrinoformation et la solubilisation du caillot, elle ne permet donc pas de d’identifier

ou se trouve le déséquilibre (47).

Le premier test de génération de thrombine et plasmine a été décrit par
Simpson et al. en 2010. Appelée STP (simultaneous thrombin and plasmin

generation). Cette technique se fait en deux puits distincts, un pour I'étude de
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génération de thrombine et un pour la génération de plasmine grace a deux substrats
fluorescents différents. Les résultats de fluorescence sont convertis en vélocité de
thrombine et plasmine.

Greene et al. ont utilisé le STP entre autre chez des patients présentant un déficit
constitutionnel en FVII afin de mieux prédire le risque hémorragique grace a cette
technique. Un score hémorragique a été attribué a chacun de ces patients en
fonction de sa symptomatologie. Une corrélation négative a été mise en évidence
entre le score hémorragique et deux parameétres de cette technique (time to Vr max
et time to Vp max) (48).

Le test de génération de thrombine plasmine simultanée en un puits ou NHA
(novel hemostasis assay) développé par van Geffen et al. en 2012, utilise deux
substrats différents (le [3-Ala-Gly-Arg-AMC pour la thrombine et le bis-(CBZ-L-Phz-L-
Arg) pour la plasmine) qui n’interférent pas entre eux dans les spectres d’excitation
et d’émission, ce qui permet de n’utiliser qu'un seul puits. Ce test est capable
d’évaluer la coagulation et la fibrinolyse ainsi que les interactions entre ces deux
phénomeénes. Les résultats sont exprimés en concentration de thrombine et de
plasmine grace a une courbe d’étalonnage. Cette étude a permis d’étudier en partie
le réle du TAFI. En effet, I'ajout de concentrations croissantes en PCa entraine une
diminution d’environ 70% du pic de thrombine ainsi qu’'une réduction de 60% du
temps de lyse. La thrombomoduline (TM) a une double action en fonction de sa
concentration, en inhibant soit la coagulation via 'activation de la protéine C, soit la
fibrinolyse via I'activation du TAFI. Ainsi, de fortes concentrations en TM entrainent
une abolition totale de la génération de thrombine ce qui entraine celle de la
plasmine. Cependant, la génération de plasminogéne semble plus sensible a de
faibles concentrations en TM, ceci étant di a la génération de TAFla (45).

Aussi, van Geffen et al. en 2012 (49) ont testé différents patients déficitaires
en facteurs de la coagulation (FII, FV, FVII, FX, FXII et fibrinogéne) et ont montré
des profils de générations de thrombine et de plasmine différents en fonction du
déficit et de son intensité. Aussi, en les classant en fonction du syndrome
hémorragique (Ma pour major bleedings, Mi pour minor bleedings), on observe une
différence significative si 'on se base sur le pic de thrombine et 'AUC totale de la

plasmine.
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6) But de I'étude

Les patients présentant un déficit constitutionnel en FXI sont des patients dont
la prise en charge thérapeutique demeure délicate, du fait de la faible corrélation
entre le taux de FXI| et la symptomatologie hémorragique. Les complications

potentielles des traitements substitutifs s’ajoutent a cette difficulté.

L’'objectif de notre étude était dans un premier temps, d’analyser
rétrospectivement les profils de génération de thrombine et plasmine simultanée en
un puits chez des patients présentant un déficit constitutionnels en FXI.

Dans un deuxieme temps nous avons eu la possibilité de tester l'effet du
traitement substitutif Hemoleven® sur la génération de thrombine et de plasmine

aussi bien ex vivo qu'’in vitro.
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2) Matériels et méthodes
1) Recueil et préparation des échantillons

a) Préparation des pools de plasma et des plasmas de référence
Deux pools de plasma (pool Labo 1 et pool Labo 2) ont été réalisés a partir de 24

patients dont les tests de coagulation présentaient :

-un TP >80%

- un TCA compris entre 30 et 35s

- un fibrinogéne entre 2 et 4g/L

Ces plasmas ont été inclus dans chaque série, afin d’évaluer la répétabilité et la
reproductibilité de la technique.

D’autre part, 30 sujets sains ayant une coagulation normale et n’ayant pas de
traitement anticoagulant, ont été prélevés afin d’établir des valeurs de référence.
L’ensemble des échantillons ont été collectés dans des tubes citratés a 0,109M puis
ont subi une double centrifugation a 20°C pendant 15min a 4000 tours/min. Les
plasmas ont ensuite été congelés a -80°C jusqu’a utilisation, aprés mélange et

aliquotage pour les pools de plasmas.

b) Plasmas des patients présentant un déficit constitutionnel en FXI
Quatre-vingt quatre plasmas de patients ont été sélectionnés parmi la plasmathéque

de patients connus et suivis au CHRU de Lille en consultation de Maladies du Sang.
Les échantillons étaient préparés comme nous I'avons précédemment décrits.

Deux groupes ont été définis en fonction du taux de FXI : le groupe 1 contenant 22
échantillons de 19 patients ayant un taux de FXI <10%, le groupe 2 comportant 62
échantillons de 51 patients ayant un taux de FXI entre 10 et 50%. Les valeurs ont été
comparées a notre groupe référence comportant 30 patients sains.

Pour 18 de nos patients, nous disposions de plusieurs échantillons prélevés a des

dates différentes.

2) Tests globaux et dosage du FXI

Le TCA, le TP et le Fibrinogéne ont été réalisés sur 'automate STAR (Stago) avec
respectivement les réactifs TriniClot aPTT HS (Tcoag), Neoplastine® (Stago) et
Liquid Fib (Stago).

Le dosage de FXI a été réalisé sur 'automate CA 1500 (Sysmex) avec le déficient en
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FXI (Siemens).

3) Test de génération de thrombine et plasmine simultanée en un
puits

a) Automate
Les analyses ont été réalisées a I'aide d’'un automate Fluoroskan Ascent (Thermo-
Labsystems, Helsinki, Finlande) équipé de deux paires de filtres. La premiére avec
une longueur d’'onde d’excitation a 340nm et d’émission a 460nm ; la seconde avec
une longueur d’onde d’excitation a 490nm et d’émission a 520nm. L’enregistrement
de la fluorescence réémise se fait par le logiciel Ascent Software. Les tests ont été

réalisés dans des microplaques noires de 96 puits Thermo-Labsystems microplate.

b) Préparations de réactifs
TBS :

Le tampon utilisé est le Tris Buffer Saline TBS préparé avec :
- 0.87669g de Chlorure de Sodium a 150nM Euromedex®
- 0.0727g de Trizma Base® de Sigma 6nM
- 0.6934g de Trizma hydrochloride® de Sigma 44nM
- gsp 100mL eau distillé

La solution obtenue est filtrée sur un filtre MILLEX 0.8u et conservée 1 mois a 4°C.

CaCl, :
La réaction est initiée par I'ajout de la solution déclenchante contenant du CaCl, a
200nM préparée avec :

- 2.9404g de CaCl; (Chlorure de calcium VWR Prolabo®)

- gsp 100mL eau distillée.
La solution obtenue est ensuite filtrée sur un filtre MILLEX a 0.8pet conservée 1 mois
a4°C.

Facteur Tissulaire :

Le facteur tissulaire est issu du réactif Innovin® (Siemens Healthcare Diagnostics
n°® lot 539273) sous forme de poudre. La poudre est reconstituée avec 10mL d’eau

distillée et ensuite diluée au 1/500 dans le TBS pour étre utilisée pour la GTP.
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Substrat Thrombine :

Le substrat spécifigue de la thrombine est le Bz-beta-Ala-Gly-Arg-7-amino-4-
methylcoumarin (Chiralix, Nijmegen, The Netherlands).
Il est sous forme de poudre stocké a -20°C. Chaque flacon contient 100mg de
poudre a 609.63g/mol. Le substrat doit étre a une solution finale de 833uM dans
120uL (volume final par puits).
Pour cela il faut ajouter a la poudre :
- 1.64mL DMSO (diméthylsulfoxyde) puis agiter pour dissoudre et attendre
15mn.
- 4.92mL d’eau distillée
Pour un volume total de 6.56mL d’'une solution a 5nM qui est la solution de travail.

Celle-ci est alors aliquotée en volume de 250uL et conservée a -80°C.

Substrat Plasmine :

Le substrat de la plasmine est le bis-(CBZ-L-phénylalanyl-L-arginine amide)-
rhodamine (Chiralix, Nijmegen, The Netherlands). Il est sous forme de poudre et
stocké a -20°C. Chaque flacon contient 10mg de poudre a 1278.24g/mol ; le substrat
doit étre a une solution finale de 33uM dans 120uL (volume final par puits).
Pour cela il faut ajouter a la poudre :

- 980uL de DMSO puis agiter pour dissoudre et attendre 15mn.

- 2.94mL d’eau distillée
Pour un volume total de 3.92mL d’une solution a 2nM qui est la solution de travail. La

solution est alors aliquotée en volume de 110uL et conservée a -80°C.

Céphaline :
Le réactif utilisé est le CK Prest® (Diagnostica Stago) contient des phospholipides et
est stocké sous forme de poudre a reconstituer avec 2mL d’eau distillée. La solution

obtenue est aliquotée en volume de 110uL et conservée a -80°C.

t-PA :
Le réactif utilisé est I'Alteplase® (Boehringer Ingelheim) et contient 20mg de poudre
a reconstituer avec 20mL d’eau distillée. La solution obtenue est aliquotée en volume

de 250uL et conservée a -80°C.
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c) Etalonnage
Dans un bain de glace, 180uL du calibrant thrombine ont été nécessaires pour

prépare la gamme.

Pour la plasmine, 60uL du calibrant plasmine est dilué au 1/20éme dans le tampon
TBS 3% SAB préparé extemporanément.

Puis les gammes étalons de thrombine et plasmine sont préparées en réalisant des

dilutions successives dans du tampon 3% SAB (Tableaux 1 et 2)

Gamme d’étalonnage de thrombine

Volume de 100 40 30 20 30 20 10 0
thrombine (ul)

Volume de tampon 0 10 20 30 70 80 90 100
TBS 3% SAB (ul)

Concentration finale | 2500 | 2000 | 1500 | 1000 | 750 500 250 0
dans le puits (nM)

Tableau 2 Préparation de la gamme d’étalonnage de thrombine

Gamme d’étalonnage de plasmine

Volume de plasmine | 100 70 50 40 30 20 10 0
(Wl)

Volume de tampon 0 30 50 60 70 80 90 100
TBS 3% SAB (ul)

Concentration finale 50 35 25 20 15 10 5 0
dans le puits (nM)

Tableau 3 Préparation de la gamme d’étalonnage de plasmine

Dans chaque puits de la microplaque noire, les réactifs sont déposés dans l'ordre
suivant :

- 4uL d’étalon de la thrombine ou de la plasmine

- 96uL de TBS

Aprés un mélange soigneux, la microplaque est incubée dans le Fluoroskan 5 min a
37°C.

Pour une demi-plaque (soit 48 puits), la solution déclenchante se compose de :
- 400uL de substrat fluorogénique de la thrombine (concentration finale 833uM)
- 200uL de substrat fluorogénique de la plasmine (concentration finale 33uM)

- 1400pL de TBS
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20uL de cette solution déclenchante sont ajoutés par le dispenser du Fluoroskan
dans chaque puits ce qui déclenche immédiatement la réaction. Ensuite, la
fluorescence est mesurée par 'automate toutes les 30s pendant 110min.

Les substrats spécifiques de la thrombine et de la plasmine sont excités
respectivement a 355 et 485 nm et on mesure I'émission a des longueurs d’onde de
460 et 520nm.

d) Réalisation du test pour les échantillons
Les tests sont réalisés sur des demi-plaques noires et chaque échantillon est testé

en triple.
Dans chaque puits sont déposés successivement :

- 80uL de plasma a tester,

- 4uL du mélange d’activateur,
Ce mélange est préparé extemporanément en ajoutant 110uL de céphaline a110uL
d’Innovin® dilué au 1/500°.

- 6pL du mélange de substrats,
Ce mélange est préparé extemporanément en ajoutant 200uL de substrat Thrombine
a 100uL de substrat Plasmine.

- 10uL de TBS.

Aprés un mélange soigneux, la plaque est incubée dans le Fluroscan a 37°C.

La solution déclenchante est alors préparée en mélangeant 1000 pL de tPA dilué au
1/1000 (4 uL de tPA + 996 uL de TBS) et 1000 uL de CaCl2.

L’automate distribue 20 uL de cette solution déclenchante dans chaque puits.

La fluorescence est mesurée toutes les 30secondes pendant 110mn.

Les substrats de la thrombine et de la plasmine sont excités respectivement a 355 et

485nm et on mesure I'émission a des longueurs d’onde de 460 et 520nm.

e) Parametres du profil de génération de thrombine et de plasmine
A partir des valeurs de fluorescence cumulées, la dérivée premiéere est

calculée pour la thrombine et pour la plasmine, permettant d’étudier la cinétique de
génération de thrombine et de plasmine. Puis, grace a la courbe d’étalonnage, la
fluorescence est convertie en concentration ce qui permet de tracer une courbe de

concentration en fonction du temps pour la thrombine et pour la plasmine.
45



Pour décrire l'activité protéolytique de la thrombine, 4 paramétres sont utilisés (Figure
11) :
1. le lag time de génération de thrombine (temps de latence en min) représentant la

phase d’initiation de la génération de thrombine.

2. le temps pour atteindre le pic de thrombine (en min) correspondant au temps pour

atteindre le taux maximal de génération de thrombine.
3. le pic de thrombine (en nM) représentant le maximum de thrombine générée.

4. l'aire sous la courbe ou AUC (en nM*min) correspondant au total de thrombine

générée.

En ce qui concerne la génération de plasmine, 3 parameétres sont décrits (Figure 1):

5. le pic de plasmine (en nm) représentant le maximum de plasmine générée au
moment ou la courbe passe d’'une forme convexe a une forme linéaire. Ce point
représentant le point de lyse du caillot par la plasmine.

6. le temps de lyse de la fibrine (en min) : il s’agit de la différence entre le lag time et
le point correspondant au temps pour atteindre le pic de génération de plasmine.

7. I'aire sous la courbe (en nM*min) correspondant a 'aire sous la courbe pendant le

temps de lyse de la fibrine et qui reflete la quantité de plasmine générée (50)
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Figure 11. Génération de thrombine et de plasmine simultanée en un puits.
Van Geffen M, Loof A, Lap P et al. A novel hemostasis assay for the simultaneous measurement of coagulation and fibrinolysis.
Hematol Amst Neth.2011;16(6):327-336
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f) Calcul des coefficients de variation (CV)
La répétabilité s'évalue par la dispersion de mesures indépendantes obtenues

avec des échantillons identiques par un méme opérateur utilisant le méme
équipement et dans un court intervalle de temps (une méme série). Elle est

représentée par un CV en pourcentage que I'on calcule de la fagon suivante :

_ Ecart—type

CcVv x 100

Moyenne
La reproductibilité ou fidélité intermédiaire s'évalue en faisant varier un ou plusieurs
facteurs (opérateur et/ou lots de réactifs). La fidélité intermédiaire est exprimée en

CV (pourcentage).

4) Dosage du TAFla/TAFlai-Principe du test

Le test Asserachrom® TAFla/TAFlai (STAGO) est un dosage immuno-enzymatique
du complexe TAFla/TAFlai. Un support plastique recouvert d’anticorps monoclonal
de souris anti-TAFla/TAFlai humain fixe le TAFla/TAFlai contenu dans le plasma a
tester. Le TAFla/TAFlai fixé est révélé a I'aide d’'un second anticorps monoclonal de
souris anti-TAFla/TAFlai humain a la péroxydase qui se fixe sur les déterminants
antigéniques libres. Le taux de peroxydase liée est mesuré par son activité sur le
substrat TMB. L’intensité de la coloration, aprés arrét de la réaction par un acide fort
(acide sulfurique), est fonction de la concentration initiale de TAFla/TAFlai présent
dans le milieu.

Nous avons dosé le TAFla/TAFlai par cette technique sur 42 échantillons de 28
patients dont 7 patients ayant une coagulation normale et un pool de patients
normaux.

Les valeurs normales (obtenues sur 50 patients) données par le fournisseur sont de

15,3ng/ml avec un écart-type de 6,77ng/ml.

47



5) Génération de thrombine et plasmine simultanée d’un plasma
déficient en FXI en présence d’Hemoleven®

a) Etude ex vivo
M. Dep,D, présentant un déficit constitutionnel en FXI avec un taux de base a 3%, a
été hospitalisé au CHRU de Lille en Mars 2015 dans le cadre d’'un cholécystectomie.
Au vue du caractére invasif du geste, un traitement par Hemoleven® a été entrepris.
Le patient a regu 2 injections de 1000Ul a J-1 et J2 de I'opération. Des prélévements
ont été réalisés a TO, T18, T24, T48 aprés la 1°™ injection puis & TO et T1 apreés la
2°™ injection. Sur chaque échantillon prélevé, le TP, TCA, FXI, fibrinogéne et les

parametres de génération de thrombine et plasmine simultanée ont été réalisés.

b) Etude in vitro
Une gamme de concentration croissante d’Hemoleven® en plasma déficient en FXI a

éteé réalisée.
Les réactifs utilisés sont les suivants :

- Le plasma déficient en FXI utilisé est un plasma humain congelé issu de
patients présentant un déficit congénital en FXI (Cryopep® Montpellier, France) de
référence 7-1100 et de lot 1122-3335.

- Quatre lots différents d’Hemoleven® ont été mis a disposition du laboratoire :
13L07677 a 101 Ul/dL, 13L01268 a 97 Ul/dL, 12L04967 a 101 Ul/dL et 11L08869 a
105 Ul/dL.

Afin de mimer au plus la situation in vivo, nous avons choisi des concentrations en
Hemoleven® de 7.5, 15, 30, et 60U/dl (concentration finale dans les puits).

Pour cela, en partant d’'un flacon de 10mL a 1000U/flacon, nous avons dilué au
6/10°™ soit 600uL d’Hemoleven® et 400uL d’eau PPI afin d’obtenir une solution a
60U/ml.

Cette solution a 60U/ml est ensuite diluée de 2 en 2 dans I'eau PPI afin d’obtenir
des solutions filles respectivement a 30, 15, et 7.5U/ml.

3ul de chacune de ces solutions filles sont alors ajoutés a 297ul de PPP déficient en
FXI.

Cette opération est répétée pour chaque lot de flacon Hemoleven®.

La concentration est adaptée pour chaque lot afin d’avoir les mémes concentrations.
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c) Protocoles des tests
Deux protocoles différents ont été utilisés pour les études ex vivo et in vitro: le

protocole classique et un protocole sans Facteur Tissulaire.
- Le protocole classique de génération de thrombine et plasmine simultanée
est réalisé comme décrit précédemment.
- Pour le protocole sans FT, 110 pyl de TBS remplacent les 110ul de FT dans la
solution d’activateur. Le mélange est ensuite distribué a un volume de 4L par puits.

Le reste du protocole et sa mise en ceuvre sont identiques.

6) Analyse des résultats

Le test de corrélation de Spearman a été appliqué pour tester les corrélations entre
les différents parameétres étudiés sur des petits effectifs.

Le test non paramétrique de Wilcoxon-Mann Whitney a été appliqué pour comparer
les groupes.

Une valeur de p<0,05 a été considérée comme définissant significative.
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3) Résultats
1) Répétabilite — reproductibilité

a) Répétabilité
Les coefficients de variation intra-essai ont été calculés aprés passage du pool 2

(Tableau 4).
Thrombine Plasmine
Paramétres Lag time Pic AUC Temps Pic AUC Temps de
étudiés (min) (nM) (nM*min) pic (nM) (nM*min) lyse (min)
(min)
CV (%) 1047 | 4.23 2.81 5.39 | 13.55 7.61 26.10

Tableau 4 CV intra essai de génération de thrombine/plasmine simultanée pour le
pool labo 2.

b) Reproductibilité
Les coefficients de variation inter-essai ont été calculés aprés passage des deux

pools de patients normaux, pool labo 1 et pool labo 2. (Tableau 5 et Annexe)

Thrombine Plasmine
Lag Pic (nM) AUC (nM*min) | Temps Pic AUC Temps
time pic (nM) (nM*min) lyse
(min) (min) (min)
CV (%) Pool 1 | 19,78 12,78 13,91 15,40 | 25,45 21,56 28,97

Moyenne Pool | 894 | 1703,40 | 29077,63 | 14,61 | 3,01 | 1522,33 | 9,83
1

CV (%) Pool 2 | 10,19 4,55 18,87 6,05 | 26,62 14,57 32,62

Moyenne Pool | 821 | 152242 | 28716,70 | 13,96 | 2,56 | 1470,18 | 7,60
2

Tableau 5 CV inter-essai de génération de thrombine/plasmine simultanée pour le
pool labo 1 et le pool labo 2.

2) Valeurs de références

Les valeurs de référence ont été établies a partir des tests réalisés chez 30 sujets

sains (ne présentant pas d’anomalies de la coagulation) (Tableau 6).
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Thrombine Plasmine
Lag time | Pic (nM) AUC Temps Pic AUC Temps
(min) (nM*min) | pic (min) | (nM) (nM*min) | lyse (min)

Moyenne 10,44 1304,64 | 27818,97 15,89 3,29 1619,66 7,52
Ecart-type 2,45 293,62 3841,21 3,76 0,92 551,27 2,36
CV (%) 23,43 22,51 13,81 23,64 28 34,04 31,38
Min 4,35 768,07 22 246,44 9,48 1,41 892,81 3,75
Max 15,30 2 140,48 | 38 312,10 23,84 5,90 4 142,04 12,35

Tableau 6 Valeurs de référence déterminées chez 30 patients ne présentant pas

d’anomalies de ’hémostase.

3) Génération simultanée de thrombine et plasmine chez les
patients présentant un déficit constitutionnel en FXI

a) Profil général des patients présentant un déficit constitutionnel en

FXI

Pour la totalité des patients déficitaires en FXI, on note un retard dans la génération

de thrombine avec un lag time augmenté et une diminution du pic de thrombine par

rapport aux valeurs de référence. Cela semble indépendant du taux FXI (Figure 12 et

Figure 13). La génération de plasmine reste conservée mais on note que le pic de

plasmine intervient plus précocement que le groupe de référence, avant la

génération de thrombine.
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Exemple de génération de thrombine et plasmine simultanée chez
un patient ayant un FXl a 1%
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Figure 12 Exemple de génération de thrombine et plasmine simultanée chez un

patient ayant un facteur Xl a 1% (groupe 1).

Exemple de génération de thrombine et plasmine simultanée chez
un patient ayant un FXl a 34%
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Figure 13 Exemple de génération de thrombine et plasmine simultanée chez un
patient ayant un facteur Xl a 34% (groupe 2).
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b) Comparaison des parameétres de génération de thrombine et
plasmine simultanée dans les différents groupes

Les figures 14 et 15 présentent la répartition des différents paramétres de génération
de thrombine et plasmine simultanée pour les groupes 1, 2 et de référence.

On note une diminution significative du pic (p<0.001) et de 'AUC de thrombine
(p<0.001) dans le groupe 1 par rapport au groupe de référence pour ainsi qu’une
augmentation significative pour le lag time (p<0.001) et le temps du pic (p<0.001).
Pour la génération de plasmine, une augmentation significative a été mise en
évidence sur le pic de plasmine (p=0.002) ainsi qu’une diminution significative sur le
temps de lyse (p<0.001).

On note une diminution significative du pic (p<0.001) et de 'AUC de thrombine
(p<0.001) dans le groupe 1 par rapport au groupe 2 ainsi qu’une augmentation du lag
time (p=0.005) et du temps du pic (p<0.001). Concernant la génération de plasmine,
seul le temps de lyse est statistiquement différent avec un p<0.001.

On note une diminution significative entre le groupe 2 et le groupe de
référence sur le pic de thrombine (p<0.001), TAUC de thrombine (p=0.01) et une

augmentation sur le pic de plasmine (p<0.001).
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Figure 14 Comparaison des différents parameétres de GTP des patients déficitaires sévéres en FXI des déficits

modérés en FXI et des valeurs de référence.
*p<0,001 vs groupe de référence, **p<0,001 vs groupe 2, $ p=0,002 vs groupe de référence, $$ p=0,005 vs groupe 2, £ p=0,01 vs groupe de référence
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Figure 15. Comparaison des différents parameétres de GTP des patients déficitaires séveres en FXI, des déficits
modérés en FXI et des valeurs de référence.
*p<0,001 vs groupe de référence, **p<0,001 vs groupe 2, $ p=0,002 vs groupe de référence
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c) Comparaison d’échantillons différents d’'un méme patient
La figure 16 représente 2 profils de génération de thrombine et plasmine simultanée

de 2 échantillons du patient Coc,G (groupe 1, FXI<1%) réalisés a des dates
différentes.

La figure 17 représente 2 profils de génération de thrombine et plasmine simultanée
de 2 échantillons du patient Dje,F (groupe 2, FXI=22%) réalisés a des dates

différentes.

Génération de Thrombine et Plasmine simultanée du Patient Coc,G
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Figure 16 Génération de Thrombine et Plasmine chez Coc,G sur deux
prélevements différents (groupe1).

Génération de Thrombine et Plasmine simultanée du Patient Dje,F
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Figure 17 Génération de Thrombine et Plasmine simultanée chez Dje,F sur deux
prélevements différents (groupe 2).

On remarque que les profils sont superposables. Ces profils sont représentatifs de
'ensembles des patients.
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d) Comparaison du profil de 2 patients présentant un méme taux de
FXI

La figures 18 représente les générations de thrombine et plasmine simultanée pour 2
patients différents présentant un taux de FXI a 3% (groupe 1).
La figure 19 représente les générations de thrombine et plasmine simultanée pour 2

patients différents présentant un taux de FXI a 36% (groupe 2).

Génération de thrombine et plasmine simultanée de 2 patients
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Figure 18 Génération de Thrombine et Plasmine de 2 patients présentant le
méme taux de FXI a 3%.

Génération de thrombine et plasmine simultanée de 2 patients
ayant un FXl a 36%
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Figure 19 Génération de thrombine et plasmine de 2 patients présentant le méme
taux de FXI a 36%.

On note une différence de profil de génération de thrombine et plasmine simultanée
malgré les taux identiques. Cette différence a été retrouvée pour plusieurs patients

présentant les mémes taux pour lesquels différents échantillons étaient disponibles.
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e) Etude du groupe 1

i) Corrélation entre les parameétres de génération de thrombine et
plasmine simultanée.
Des corrélations ont été mises en évidence entre les différents parameétres de

génération thrombine et plasmine simultanée pour les patients appartenant au
groupe 1.

On observe une corrélation statistiquement significative entre plusieurs parameétres
de génération de thrombine : pic de thrombine/AUC thrombine (p<0,001), pic de
thrombine/temps du pic (p<0,001), temps du pic/AUC thrombine (p=0,003). En effet,
plus le pic de thrombine est élevé, plus 'AUC de thrombine est élevée et le temps du
pic est court.

On observe aussi une corrélation statistiquement significative entre les paramétres
de génération de plasmine : pic plasmine/AUC plasmine (p=0,02). En effet, plus le
pic de plasmine est élevé, plus 'AUC de plasmine est élevée.

On observe également une corrélation statistiquement significative entre les
parameétres de génération de thrombine et de plasmine : pic plasmine/pic thrombine
(p=0,002), pic plasmine/temps du pic de thrombine (p=0,002), AUC plasmine/temps
du pic (p<0,001). En effet, plus le pic de plasmine est élevé, plus le pic de thrombine

est faible et retardé (Tableau 7).

Thrombine Plasmine
p Lag Pic AUC Temps Pic AUC Temps | FXI
time | thrombine | thrombine du pic plasmine plasmine de lyse
Lag time 0,49 0,43 0,47 0,73 0,36 0,29 | 0,20
Bi
o © 1049 <0,001 | <0,001 | 0,002 | 018 | 060 | 0,76
'S thrombine
£ AUC
o , 0,43 | <0,001 0,003 0,16 0,90 0,10 | 0,46
o thrombine
= Temps du
_ 0,47 | 0,002 0,003 0,002 | <0,001 0,54 | 0,70
pic
Bi
° |o74| 0,002 | 016 | 0,002 0,02 | 053 | 037
) plasmine
i= AUC
£ ] 0,36 0,18 0.90 <0,001 0,02 0.63 | 0,48
g plasmine
o | Tempsde
iyse 0,29 0,60 0,10 0,54 0,52 0,63 0,06
FXI 0,20 0.75 0,46 0,70 0,37 0,49 0,06

Tableau 7 Corrélation entre les différents parametres de génération de thrombine
et plasmine.
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A noter que ces corrélations n’ont pas été retrouvées pour le groupe de référence.

ii) Analyse génotypique
Parmi les 19 patients ayant des taux de FXI < 10%, I'étude génotypique du

FXI a été réalisé au Centre Hospitalier intercommunal de Poissy et a permis de

mettre en évidence une ou plusieurs mutations sur 14 d’entre eux (Tableau 8).

Nom Taux Mutations Homozygote/ Type de Domaines
FXI (%) hétérozygote = mutations

Benf, N 5 p. Glu117Stop Homozygote Non-sens A2

Benf, K <1 p. Glu117Stop Homozygote Non-sens A2

Benz, K 1.3 p. Glu117Stop Homozygote Non-sens A2

Tav, M 1 p. Gly336Arg + IVS12 +1 G>A  Hétérozygote Faux sens A4
composite

Tav, T 1 p. Gly336Arg + IVS12 +1 G>A  Hétérozygote Faux sens A4
composite

Dep, M 1 p. Gly336Arg Homozygote Faux sens A4

Dep, D 3 p. Gly336Arg Homozygote Faux sens A4

Ste, J <1 p. Tyr427Cys + Cys527Arg Hétérozygote Faux sens SP/SP
composite

Fay, O 11% p. Ala181Val + Pro 188Ser Hétérozygote Faux sens A3/A3
composite

Sch, P 4 p. Phe283Leu +Ser485fs Stop  Hétérozygote Faux sens A4/?
composite

Grz, D 1.5 p. Glu117Stop + Cys 299Phe Hétérozygote Non sens A2/?
composite

Que, C 6 p. Pro188Ser +Arg425His Hétérozygote Faux sens A3/SP
composite

Gir, J <1 p. Asn490Lys Homozygote ? ?0?

Nac, R 1% p. Glu117Stop Homozygote Non-sens A2

Tableau 8 Mutations du FXI présentes chez 14 patients ayant un déficit en FXI
(données issues de FXI Deficiency Mutation Database®, UCL, http://factorxi.org/)

Parmi ces patients, deux mutations sont isolées le plus fréquemment : il s’agit
de la mutation p. Glu117Stop et p. Gly336Arg. Nous avons comparé les profils de
génération de thrombine et plasmine simultanés chez des patients ayant la méme
mutation, afin d’essayer d’associer un profil de génération de thrombine et plasmine

simultanée a une mutation.

Mutation p. Glu117Stop du FXI

Cing patients sont porteurs de la mutation p. Glu117Stop sur le géne du FXI. Parmi

eux, deux patients font partie de la méme famille (Tableau 8).
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Concernant la génération de thrombine, le pic est plus faible et le lag time augmenté
par rapport au témoin.

Concernant la génération de plasmine, les résultats restent hétérogénes. Pour le
patient Grz,D, le pic de plasmine ainsi que I'aire sous la courbe totale sont plus
élevés. Pour les patients Benf,K et Nac,R, on remarque une diminution de la
génération de plasmine : pic respectivement a 53 et 55%, AUC a 37 et 50% des
valeurs de référence (Figure 20).

Les résultats sont exprimés en valeurs brutes et en ratio par rapport aux valeurs de
référence présentes dans le tableau 6. Les valeurs brutes sont les moyennes des 3

puits pour chaque passage.

Mutation p.Gly336Arg

Quatre patients sont porteurs de la mutation p. Gly336Arg du géne du FXI issus de

deux familles différentes.

Concernant la génération de thrombine, le pic est plus faible et le lag time est allongé
par rapport au témoin.

Pour la génération de plasmine, les résultats sont homogénes : les générations de
plasmine sont augmentées avec un pic de plasmine entre 1,4 et 2,2 fois la normale
(Figure 21).

Les résultats sont exprimés en valeurs brutes et en ratio par rapport aux valeurs de
référence présentes dans le tableau 6. Les valeurs brutes sont les moyennes des 3

puits pour chaque passage.
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Génération de thrombine chez les patients porteurs de la Génération de plasmine chez les patients porteurs de la
mutation p. Glu117Stop mutation p. Glu117Stop
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. Temps Temps
FXI Lag time ) AUC ) ) AUC
(min) Pic (nM) ("M#min) pic Pic (nM) ("M#min) lyse

Patient | (%) Mutation (min) (min)

Grz,D Hétérozygote 4,04 156,05 | 8 939,61 | 45,20 9,35 1 826,58 7,36

Ratio | 19 | composte 35567 | 17,06 | 3213 | 2644 | 2841 | 112,78 | 97.84

Benf,K 8,48 489,59 | 18 837,29 | 18,40 1,75 591,28 7,57

- 1 Homozygote
Ratio 81,25 | 37,53 67,71 1157 | 5306 | 36,51 | 100,70
Benf,N 12,33 | 294,53 | 12911,39 | 25,34 4,40 1261,52 5,00
- 5 Homozygote
Ratio 118,12 | 22,58 46,41 159,4 | 1337 | 77,89 66,44
Nac,R 7,79 453,93 | 19 956,92 | 18,25 1,80 804,43 7,60
- 1 Homozygote

Ratio 74,63 | 34,79 71,74 114,8 | 54,71 49,67 | 101,09

Benz',K 13 Homozygote 12,87 | 341,42 | 14822,44 | 20,88 3,13 1050,47 6,61

Ratio ) 123,23 | 26,17 53,28 131,4 | 95,09 64,86 87,88

Figure 20 Génération de thrombine et plasmine chez les patients porteurs de la mutation p. Glu117Stop.



Génération de thrombine chez les patients porteurs de la
mutation p. Gly336Arg

Génération de plasmine chez les patients porteurs de la

mutation p. Gly336Arg
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Ratio 163,7 21,4 52 187,2 | 218,6 130,7 | 81,6
Tav,T 4 | Hérozygote | 1386 | 391,39 | 19872,34 | 27,64 | 5,38 | 3231,36 | 5,91
Ratio composite 132,8 30 71,4 1739 | 163,5 1995 | 78,6
TavM |, | Hétérozygote | 1490 | 269,23 | 14 016,59 | 29,27 | 6,04 | 2697,98 | 4,50
Ratio composite 142,8 20,6 50,4 184,2 | 1835 | 1666 | 59,9 | Figure 21 Génération de thrombine et plasmine chez

les patients porteurs de la mutation p. Gly336Arg.
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4) Dosage du TAFla/TAFlai chez les patients présentant un
déficit en FXI.

Notre moyenne de patients normaux est a 10,95ng/ml avec un écart-type de
2,46ng/ml.

Il n’a pas été retrouvé de corrélation statistiquement significative entre le pic de
plasmine, 'AUC de plasmine, le temps de lyse, le taux de FXI et le taux de
TAFla/TAFlai. De méme, il n'a pas été mis en évidence de corrélation entre les
parameétres de génération de thrombine et le taux de TAFla/TAFlai.

Enfin, il n’a pas été retrouvé de corrélation statistiquement significative entre le taux
de FXI et le taux de TAFla/TAFlai.

Le figures 29 a 32 (Annexes) représentent les corrélations entre le TAFla/TAFlai et

les différents paramétres de génération de thrombine et plasmine.

5) Etude d’impact de ’Hemoleven® ex vivo sur la génération de
thrombine et plasmine simultanée

Les figures 22 et 23 présentent I'évolution des profils de génération de
thrombine et plasmine simultanée aprés injection d’Hemoleven® chez M. Dep,D en
utilisant le protocole classique c’est-a-dire en présence de FT. Aprés injection
d’Hemoleven® (T1), la génération de thrombine augmente, et le lag time est
raccourci. La génération de plasmine semble diminuée, le pic s’affaisse et le temps
de lyse augmente. Le taux de FXI atteint 24%.

A T24 et T48, le taux de FXI diminue a 14%, le pic de thrombine diminue et le lag
time augmente. La génération de plasmine est plus hétérogene : le pic diminue a
T24 puis augmente a T48, le temps de lyse diminue.

Apres la 2°™ injection, la génération de thrombine semble plus élevée et plus
précoce que T48. Le pic de plasmine diminue par rapport au temps précédent et le
temps de lyse augmente.

Les figures 24 et 25 présentent I'évolution des profils de génération de
thrombine et plasmine simultanée aprés injection d’Hemoleven® chez M. Dep,D en
absence de FT. Dans ce protocole, les résultats sont plus nets. Les générations de
thrombine et plasmine sans Hemoleven® (T0) sont trés retardées par rapport au

protocole avec FT et par rapport au pool de patients Témoins (pool labo 2).
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A T1, le taux de FXI augmente a 24% et le pic de thrombine est environ a 1400nM.
La génération de plasmine est superposable au pool de plasma témoins : le pic est
plus précoce et environ a 3nM. Cependant, le pic est Iégérement plus faible que le
TO et TAUC augmente.

Ensuite, a T24 et T48, la génération de thrombine diminue et est retardée (le lag time
augmente), le taux de FXI descend a 14%. La génération de plasmine semble
augmenter avec un pic de plasmine qui atteint 7nM a T48 mais une AUC qui
diminue.

Aprés la 2°™ injection, la génération de thrombine augmente légérement par rapport
au temps précédent l'injection mais est surtout plus précoce. La génération de
plasmine devient encore plus précoce (pic a 11mn) mais plus faible (environ 5nM).

A T1, le taux de FXI est a 25%, le pic de thrombine atteint 1100nM, le pic de
plasmine reste a 5nM et le temps du pic est le méme que le pool de plasmas témoins

(pool labo 2).
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Influence de l'injection d'Hemoleven® sur la génération de
thrombine chez un patient ayant un FXl a 6%
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Figure 22 Influence de ’Hemoleven® sur la génération de thrombine et plasmine simultanée chez un patient ayant un taux de FXI a 6%
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Variation du lag time et du temps du pic au cours du
traitement par Hémoleven®

Variation du pic de thrombine et I'AUC de thrombine au
cours du traitement par Hémoleven®
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Figure 23 Variations des parameétres de thrombine et plasmine au cours du traitement par Hemoleven® chez le patients Dep,D.

Les fleches rouges représentent les injections d’Hemoleven®.
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Influence de l'injection d'Hemoleven® sur la génération
de thrombine chez un patient ayant un FXl a 6% en
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Figure 24 Influence de ’Hemoleven® sur la génération de thrombine et plasmine simultanée chez un patient ayant un taux de FXI a 6%

en I’absence de FT
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Variation du lag time et du temps du pic au cours du
traitement par Hémoleven®

Variation du pic de thrombine et de I'AUC de thrombine
au cours du traitement par Hémoleven®
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Figure 25 Variations des parameétres de génération de thrombine et plasmine au cours du traitement par Hemoleven® chez le patient

Dep,D en absence de FT. Les fleches rouges représentent les injections d’Hemoleven®.
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6) Etude d’impact de I’Hemoleven® in vitro sur la génération de
thrombine et plasmine simultanée.

La figure 26 présente les résultats de génération de thrombine et plasmine
simultanée d’un plasma déficient en FXI en présence de concentration croissante
d’Hemoleven® pour un des lots testés. Le profil de base du plasma déficient en FXI
est comparable a ceux obtenus pour nos patients.

La génération de thrombine augmente avec les doses d’Hemoleven® (augmentation
du pic et de 'AUC) et le lag time se raccourcit.

Concernant la génération de plasmine, le pic semble s’affaisser et le temps de lyse
semble rester identique.

En I'absence de Facteur Tissulaire, il N’y a pas de génération de thrombine et
plasmine pour le plasma déficient en FXI sans ajout d’Hemoleven®. Dés I'addition de
7,5Ul/dL d’Hemoleven®, on observe un pic a 1350nM pour la thrombine et un pic de
plasmine a 2,94nM. En revanche, les générations de plasmine et thrombine sont
retardées par rapport au protocole avec FT. La génération de thrombine augmente
ensuite avec les doses croissantes d’Hemoleven® (augmentation du pic et de TAUC)
et le lag time se raccourcit (25 mn pour 7,5Ul, 23mn pour 15Ul, 18 pour 30UI, 15
pour 60UlI).

Le génération de plasmine augmente (augmentation de 'AUC) et le temps de lyse se
raccourcit (25mn pour 7,5Ul, 15mn pour 15Ul, 8mn pour 30Ul, 5mn pour 60Ul) (Figure
27).

Pour la génération de thrombine, les résultats sont identiques pour 'ensemble des
lots comme le présente la figure 28. Concernant la génération de plasmine, on

observe des profils plus hétérogénes en fonction du lot utilisé.
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Influence de I'Hemoleven® sur la génération de
thrombine sur un plasma déficient en FXI avec FT

Influence de I'Hemoleven® sur la génération de
plasmine sur un plasma déficient en FXI avec FT
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Figure 26 Influence de ’Hemoleven® sur la génération de thrombine et plasmine d’un plasma déficient en FXI
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Influence de I'Hemoleven® sur la génération de
thrombine sur un plasma déficient en FXI sans FT
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Figure 27. Influence de ’lHemoleven® sur la génération de thrombine et plasmine simultanée d’un plasma déficient en FXI en

absence de FT.

71



Génération de thrombine sur un plasma déficient en Génération de plasmine sur un plasma déficient en FXI
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Figure 28 Génération de thrombine et plasmine sur un plasma déficient en FXI en présence de 15Ul d’Hemoleven® sur 4 lots
d’Hemoleven® différents.



4) Discussion

De part I'implication du FXI dans la coagulation et la fibrinolyse, I'application
du test de génération de thrombine et plasmine simultanée semble intéressante chez
les patients présentant un déficit constitutionnel en FXI.

L’utilisation d’un test global chez ces patients pourrait étre une aide dans leur prise
en charge, étant donné que le taux de FXI n’est pas corrélé a l'intensité du syndrome
hémorragique, contrairement aux hémophilies A et B. Leur prise en charge reste
donc trés compliquée : peu de tests permettent d’évaluer le risque hémorragique et
de suivre le traitement par concentrés en FXI, notamment les probléemes

thromboemboliques qu’ils entrainent.

Nous avons étudié rétrospectivement les profils de génération de thrombine et
plasmine simultanée des patients présentant un déficit constitutionnel en FXI, suivis
en Hémostase au CHRU de Lille. Deux groupes de patients ont été définis en
fonction du taux de FXI, le groupe 1 (FXI <10%) et le groupe 2 (FXI entre 10-50%).
Les profils de I'ensemble des patients présentent tous des caractéristiques
communes, quel que soit le groupe auquel ils appartiennent, mais ils sont différents
de la population de référence. Des différences statistiquement significatives ont été
retrouvées entre les groupes 1, 2 et le groupe de référence, pour différents
parametres du profil.

En ce qui concerne la thrombine, la génération est faible et trés retardée. Pour la
plasmine, la génération semble conservée mais apparait avant le pic de thrombine.
Cependant, les profils des patients du groupe 1 et 2 ne sont pas superposables et |l
existe des variations de la hauteur du pic de thrombine et du temps et du pic de lyse.
Il serait d’ailleurs intéressant de rajouter un parameétre pour évaluer la génération de
plasmine, la vélocité. En effet, celle ci semble plus importante chez les patients
présentant un déficit constitutionnel en FXI par rapport au groupe de référence.

En s’intéressant au groupe 1, plusieurs corrélations entre les parameétres se sont
révélées statistiquement significatives et nous ont permis de confirmé ces
observations. En effet, plus le pic de thrombine est faible ou tardif, plus le pic de
plasmine sera élevé.

Quand on étudie spécifiquement les patients déficitaires en FXIl, on note une

diminution plus marquée dans le groupe 1 que le groupe 2, et dans le groupe 2 par
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rapport au groupe de référence. Par exemple, le pic de thrombine apparait plus
tardivement dans le groupe 1 que dans le groupe 2. Aussi, le pic de plasmine est
plus élevé dans le groupe 1 que dans le groupe 2 et le groupe de référence. Des
différences entre les groupes 1 et 2 ont aussi été mises en évidence concernant la
génération de thrombine (pic et AUC) qui est plus élevée dans le groupe 2 et le pic
de plasmine qui est plus faible dans le groupe 2.

Ces observations montrent bien le lien entre la génération de thrombine et plasmine
observés sur les profils des patients présentant un déficit en FXI. Cela nous conforte
dans le choix de la technique utilisée, celle-ci permettant de voir les interactions
entre la coagulation et la fibrinolyse.

Cependant, ces profils nous ont interpellés car nous pensions qu’une faible
génération de thrombine entrainerait une faible génération de plasmine et elle aussi
décalée dans le temps, comme on a pu le voir dans les études antérieures sur
I'utilisation de la GTP dans les déficits acquis (CIVD)(50). Il semblerait que pour les
patients présentant un déficit constitutionnel en FXI, une faible concentration de
thrombine suffise a activer la génération de plasmine, et cela méme a des taux de
FXI trés bas.

Un de nos résultats majeurs est la mise en évidence de profils de base chez 15
patients pour lesquels nous disposions de plusieurs échantillons.
Pour un méme patient, des échantillons différents, prélevés a des dates différentes
et dont les tests de GTP ont été réalisés a des dates différentes montrent des profils
identiques, que ces patients appartiennent au groupe 1 ou 2. Et ce malgré les CV qui
peuvent paraitre importants mais comparables avec ceux de I'équipe de van Geffen
(45). Ces observations valident alors notre technique. Nous pouvons conclure que
pour un méme patient, les profils de génération de thrombine et plasmine sont
reproductibles. Un méme patient a donc un profil de base qui lui est propre. Cette
caractéristique pourrait étre utile dans le suivi des patients, notamment pour le suivi
du traitement substitutif.
En revanche, il n’a pas été montré de profils similaires pour un méme taux
chez des patients différents, que ceux-ci appartiennent au groupe 1 ou au groupe 2.
Le taux de FXI ne semble pas étre lié aux paramétres de génération de thrombine et

plasmine simultanée. Ceci a été confirmé par I'absence de corrélation
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statistiquement significative entre les paramétres de génération de thrombine et
plasmine simultanée et le taux de FXI.

Pour tenter d’expliquer les différences de profils, nous avons souhaité savoir si les
patients ayant la méme mutation présentaient un profil similaire. Nous disposions de
9 patients ayant des mutations communes (4 avec la mutation pGly336Arg et 5 avec
la mutation pGlu117Stop).

Les patients porteurs de la mutation Gly336Arg du géne du FXI ont des profils
semblables. La génération de thrombine est faible et retardée dans le temps. La
génération de plasmine semble augmentée par rapport au groupe de référence. Il
s’agit d’'une mutation rare, peu retrouvée dans la littérature (51).

Les patients porteurs de la mutation Glu117Stop du gene du FXI ont des profils
hétérogénes. Pourtant, cette mutation est trés documentée et connue pour entrainer
un phénotype hémorragique (7). Le type de mutation, qu’elle soit homozygote ou
hétérozygote composite, pourrait étre a 'origine des profils différents.

Cependant, les différences de profils pourraient expliquer les différences de
symptomatologie. Cela faisant écho a différentes publications (52), notamment celle
de Bolton-Maggs et al (1988) montrant qu’au sein d'une méme famille de patients
déficitaires en FXlI et ayant le méme taux, les suites opératoires d’une
amygdalectomie ont été différentes (53). De plus, Salomon et al (2006) (54) ont
comparé les complications hémorragiques de plusieurs gestes invasifs sur 165
patients déficitaires en FXI dont les génotypes étaient connus (patients homozygotes
pour la mutation p.Glu117Stop (type ll/type Il), patients hétérozygotes composites
p.Glu117Stop/p.Phe283Leu (type ll/type Ill), patients homozygote pour la mutation
p.Phe283Leu (type lll/type Il1)). Il navait pas été retrouvé de différence significative
entre les différents génotypes, ce qui est en accord avec les différentes publications
(28).

Ces différences de profils, que ce soit pour un méme taux ou pour une méme
mutation, pourraient s’expliquer par le lien qui unit le TAFI et le FXI. En effet, une
faible quantité de thrombine ne permet pas l'activation du TAFIl. Ce dernier ne
pouvant donc pas inhiber la fibrinolyse, celle-ci est conservée.

Nous avons donc choisi de doser le taux de TAFla/TAFlai chez 20 patients
présentant un déficit en FXI appartenant aux 2 groupes de patients. Cette technique

permet de mesurer 'ensemble du TAFI activé. Il n’a pas été retrouvé de corrélations
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entre les parameétres de génération de thrombine et le taux de TAFla/TAFlai, ni entre
les paramétres de génération de plasmine et le taux de TAFla/TAFlai.

De méme, notre attention a été retenue par le fait qu’aucune corrélation n’a été mise
en évidence entre le FXI et le taux de TAFla/TAFlai. En effet, le FXla permet de
générer de fortes concentrations de thrombine, nécessaires a [Iactivation du
TAFI(37). Nous nous attendions a trouver chez les patients déficitaires en FXI des
taux plus faibles que les valeurs normales, ce qui n’a pas été le cas. La technique de
dosage n’était peut-étre pas adaptée ; le dosage par ELISA était la seule technique
envisageable au vu des petites quantités de plasma et de la congélation préalable.
Une technique ELISA, permettant de doser I'antigéne TAFI aurait peut-étre été plus
intéressante. Cependant, les résultats sont en accord avec I'étude de Guégen et al
(55) ou aucune différence n’avait été retrouvée entre les patients déficitaires en FXI
et les patients normaux, que ce soit sur le taux de TAFla/TAFlai, TAFI activité ou
TAFI Ag.

Par ailleurs, les TP, TCA, Fibrinogéne, et FXI déja réalisés au moment de la
consultation n’ont pas permis d’expliquer les différents profils. S’agissant d’'une étude
rétrospective, nous n’avons pas eu la possibilité d’ajouter d’autres dosages sur les
échantillons de nos patients (mis a part le dosage du TAFla/TAFlai) du fait de la
faible quantité de plasmas disponible aprés le test de génération de thrombine et
plasmine simultanée.

Deux équipes se sont intéressées aux patients présentant un déficit constitutionnel
en FXI et ont étudié d’autres parameétres d’hémostase en plus de la génération de
thrombine. Dans I'étude de Zucker et al (29), de nombreux paramétres ont été dosés
pour chacun des patients présentant un déficit constitutionnel en FXI. Seuls les taux
de TFPI étaient plus élevés pour le groupe de patients hémorragiques mais sans étre
statistiquement significatifs. L’équipe de Guégen et al. (55) avait aussi étudié de
nombreux paramétres d’hémostase. Les seules différences significatives entre les
patients présentant un phénotype hémorragique et non hémorragique ont été

retrouvées sur les taux de fvW (activité et Ag) et la thrombomoduline.

A ce jour, aucune étude n’a été réalisée sur la génération de thrombine et
plasmine simultanée chez les patients présentant un déficit constitutif en FXI. En
2012 (49), van Geffen et son équipe se sont intéressés a la génération de thrombine

et plasmine simultanée appliquée aux patients déficitaires en facteurs de la
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coagulation (FII, FV, FVII, FX, FXIII et fibrinogéne) mais n’ont pas étudié les patients
présentant un déficit en FXI. |l existe cependant des études sur l'utilisation de la
thrombinographie chez ces patients, notamment celle de Rugeri et al.(28). Ces
patients ont été classés en 2 groupes, en fonction de leur syndrome hémorragique
(« bleeders » et « no or mild bleeders »), et indépendamment du taux de facteur. Il a
été mis en évidence une différence significative entre les patients déficitaires en FXI
« bleeders » et les « no bleeders » (lagtime, pic de thrombine et la vélocité de
thrombine). De plus, le lag time et le pic de thrombine des patients déficitaires en FXI
sont différents de ceux des patients normaux (statistiquement significatif).

Ces derniéres observations concordent avec nos résultats.

Au contraire, I'étude de Guégen et al. (55) en 2012 n’a pas montré de différence
significative entre les patients déficitaires en FXI hémorragiques et non
hémorragiques concernant le pic de génération de thrombine et 'ETP, que ce soit
sur PRP ou PPP. En revanche, les lag time des patients hémorragiques étaient
légérement plus prolongés que ceux des patients non hémorragiques (non
significatif).

Aussi, I'équipe de Zucker et al. (29) a aussi utilisé la thrombinographie chez les
patients présentant un déficit en FXI. En séparant les patients en fonction de leur
symptomatologie, I'équipe ne retrouve pas de différence significative entre les deux
groupes, ni avec le groupe de référence. Les patients déficitaires en FXI ont un lag
time et un time to peak prolongés ainsi qu’un pic de thrombine plus faible que les
contrbéles mais ces différences ne sont pas statistiquement significatives.

Ces 3 études ont utilisé des techniques de thrombinographie différentes et sont alors
difficilement comparables du fait de l'utilisation de PPP ou PRP, ou de la présence
ou de I'absence de CTI.

L’étude de Guéguen et al. est la plus proche de nos conditions opératoires

concernant la génération de thrombine.

Dans ces 3 études, les équipes ont fait le choix de classer les patients en
fonction de leur symptomatologie. Pour notre part, cette dichotomie nous a paru
difficile, de part le fait qu’il s’agisse d’un étude rétrospective, et que les déficits en
FXI ne provoquent que trés rarement des saignements spontanés. L’utilisation d’'un
score hémorragique est donc impossible. Il aurait fallu se baser sur les complications

hémorragiques post opératoires (avec gestes invasifs identiques), cela réduisant
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notre nombre de patients a ceux ayant déja eu un geste chirurgical. Ne disposant
que d'un effectif de 84 plasmas issus de 70 patients présentant un déficit
constitutionnel en FXI, ce classement ne nous aurait pas permis d’avoir un nombre
de patients significatif.

De plus, les résultats contradictoires entre les études de Rugeri et al., Zucker et al, et
Guégen et al. sur la thrombinographie rendent bien compte de la difficulté du
classement des patients présentant un déficit en FXI en fonction de leur
symptomatologie hémorragique et nous confortent dans le choix de notre
classement. En dehors des conditions opératoires différentes, les résultats
discordants pourraient étre rapportées aux criteres de classement des patients,
différents pour chaque étude. En effet, Rugeri et al. se sont basés sur les suites
hémorragiques post-opératoire (quel que soit le geste), alors que Guégen et al. ont
fait appel a 2 médecins différents avec un questionnaire permettant de donner un
score hémorragique basé sur 'historique des patients (MCMDM-1VWD (56)). Zucker
et al. se sont quant a eux basés sur les suites opératoires d'un méme geste invasif

(extraction dentaire) pour effectuer leur classement.

Ayant a disposition les profils de base d'un certain nombre de patients
présentant un déficit congénital en FXI, il serait intéressant de les confronter a leur
symptomatologie hémorragique. |l se pourrait alors que la prise en charge
thérapeutique change. A I'heure actuelle, 'ensemble des patients présentant un
FXI<10% sont traités par concentrés en FXI, malgré les risques thrombogénes que
cela entrainent.

C’est dans cette perspective que nous avons souhaité étudier I'influence d’un
traitement par Hemoleven® ex vivo et in vitro sur les profils de génération de
thrombine et plasmine simultanée.

Nous avons pour cela opté pour 2 protocoles différents. En plus de notre protocole
classique, nous avons utilisé un protocole sans FT, le but étant dans ce cas d’initier
la coagulation par 'ajout de FXI exogéne, apporté par 'Hemoleven®.

Ex vivo, chez M. Dep,D, la génération de thrombine augmente et devient plus
précoce apres l'injection d’Hemoleven®, sans toutefois dépasser le pic de plasma
témoin. La génération de plasmine semble diminuée aprés injection du concentré
avec un pic et une AUC plus faibles. Cependant, quelque soit le temps, le pic de

plasmine reste plus élevé que celui du plasma témoin (pool labo 2). La lyse du caillot
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semble retardée aprés chaque injection d’Hemoleven®. Ces différences entre les
temps sont trés faibles, et ne permettent de mettre en évidence qu’une tendance au
niveau de la génération de plasmine.

En absence de FT et avant injection d’Hemoleven®, les générations de thrombine et
plasmine sont trés faibles et trés retardées dans le temps par rapport au pool de
patients Témoins. Aprés injection d’Hemoleven®, le pic de thrombine augmente et
est plus précoce sans pour autant dépasser le pool de patients Témoin. Par contre,
la génération de plasmine est plus précoce et plus élevée que le pool de patients
Témoin.

2éme

Pour les temps suivants la injection, les observations sont identiques aux temps

suivants la 1°* injection.
Cela laisse a penser qu’aprés administration de concentré de FXI, le patient
présentant un déficit en FXI peut alors initier la coagulation malgré l'absence
d’activation de la voie extrinséque (absence de FT), et activer sa fibrinolyse de fagon
plus intense que les patients ayant une coagulation normale. Comme nous
travaillons en absence de CTI, cette activation pourrait étre due a la phase contact ;
en effet, le FXlla active directement le plasminogéne et la Kallicréine qui active alors
le t-PA. Il apparait que les résultats du protocole sans FT sont plus francs, sur les
différences entre les temps, et surtout sur la génération de plasmine.
Sur les profils aux temps suivants la 1° injection, on note une décroissance de la
génération de thrombine et une augmentation de la génération de plasmine,
parallelement a la diminution de la concentration d’Hemoleven® chez le patient.
Il existe trés peu d’études sur l'influence du traitement substitutif des déficits en FXI :
la plus récente, celle de de Raucourt et al. (57) a analysé l'influence d'un traitement
par Hemoleven® sur la génération de thrombine dans un protocole sans FT et sans
CTI. Les résultats obtenus sur deux patients déficitaires traités avant geste invasif
sont concordants avec ceux retrouvés dans notre étude en absence de FT : le pic de
thrombine est augmenté et plus précoce. Cependant, contrairement a notre étude, le
pic de thrombine devient méme supérieur au controle. Cette différence peut
s’expliquer en partie par la technique utilisée.

In vitro, les résultats sont en accord avec ceux observés ex vivo chez le
patient Dep,D. Nous avons observé une augmentation de la génération de thrombine
avec la dose d’Hemoleven® (augmentation du pic et de 'AUC). Cette génération est

plus précoce (raccourcissement du lag time et du temps du pic).
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Pour la génération de plasmine, on note un affaissement du pic de plasmine, onc
une lyse du caillot plus faible.

De plus, dés 30UI/dL d’'Hemoleven®, les paramétres de génération de thrombine
sont plus élevés que ceux du pool de patients Témoins (pic supérieur, AUC
supérieur, lag time raccourcit).

Concernant le protocole sans FT, les résultats sont intéressants. En effet, en
absence de FT et dHemoleven®, il n'y a pas de génération de thrombine et
plasmine. Dés 7,5Ul/dL d’Hemoleven®, les générations de thrombine et plasmine se
normalisent au niveau des pics et des AUC. Par contre, ces générations restent
retardées, les lag time et temps de lyse se raccourcissent au fur et a mesure de
'augmentation des concentrations d’Hemoleven®.

Ces résultats montrent que de faibles concentrations d’Hemoleven® sont suffisantes
pour générer des fortes concentrations de thrombine et de plasmine en absence de
FT. De plus, pour ce plasma, quelque soit le lot utilisé, les profils semblent étre
corrélés a la dose d’'Hemoleven® et donc au taux de FXI.

Ces résultats sont concordants avec I'étude de de Rancourt et al.(57) ; in vitro, en
absence de FT, la génération de thrombine est nulle et aprés Il'ajout de
concentrations croissantes de FXI, la génération de thrombine se normalise.
Cependant, aprés I'ajout de 7,5Ul/dL d’Hemoleven®, le pic de thrombine devient
méme plus élevé que le contréle. Pour notre part, cette observation n’est valable
qu’a partir de 15Ul/dL dans le protocole sans FT. Cette différence pourrait |a encore
s’expliquer par la technique utilisée concernant la génération de thrombine. Nos
résultats montrent que la dose de 10-15Ul/kg préconisé en pré-opératoire chez les
patients présentant un déficit en FXI<10% (30) est adéquate.

Par contre, I'affaissement du pic de plasmine pose de nouvelles interrogations. En
effet, les fortes concentrations de thrombine générées par ’'Hemoleven® pourraient
activer le TAFI et inhiber la fibrinolyse, ce qui entrainerait une diminution de la
génération de plasmine. Notre hypothése devra étre vérifiée par de nouvelles
explorations. Aprés mise en contact du plasma déficent en FXI et de 'Hemoleven®, il
serait intéressant de doser les D-Diméres ainsi que les monoméres de fibrine (reflet
de l'activation de la coagulation et de la fibrinolyse) mais également d’évaluer
I'activation du TAFI par la technique Asserachrom® de Stago.

Nous avons eu la possibilité de tester 4 lots différents d’Hemoleven®, dans

I'hnypothése ou les effets indésirables thrombotiques du concentré en facteur serait lié
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a un lot particulier. Cette étude n’a pas montré de différence entre les lots utilisés, ni
au niveau de la génération de thrombine, ni au niveau de la génération de plasmine.
Il est important de noter que les différences entre les temps des dosages ex vivo
sont moins franches que celles du protocole in vitro. Cela peut s’expliquer par les
variations des autres parameétres de la coagulation tels que le fibrinogene qui
augmente chez le patient Dep,D (de 3,8g/L a 7,8g/L pour le dernier temps). Le pool
de plasma Cryopep® (constitué de plasma de patients présentant un déficit
constitutionnel en FXI) utilisé pour le protocole in vitro ne subit pas de variations
d’autres parameétres biologiques, seule la concentration d’Hemoleven® varie.

Aussi, 'approche sans FT de la génération de thrombine et plasmine simultanée
nous a montré des profils ou les différences entre les temps et les concentrations
d’Hemoleven® étaient bien plus franches que le protocole standard. Cela pourrait
alors étre intéressant de I'appliquer aux patients déficitaires en FXI.

Le test de génération simultanée de thrombine/plasmine en un puits reste
cependant difficilement utilisable en routine car il nécessite du personnel
expérimenté. En effet, la phase analytique de dépdt des PPP des patients et des
réactifs sur la plaque est une étape compliquée : de faibles volumes (4ul a 10pl) sont
manipulés, le dépdt se fait sur une plaque noire, il est donc tres difficile de se
repérer. Les tests de répétabilité et de reproductibilité ont montré des CV assez
importants (de 13 a 34%) mais comparables a I'étude de van Geffen. Les différences
peuvent étre liées au nombre de passage des tests ou encore au nombre de patients
de référence.

Aussi, I'analyse durant 110mn par test, une adaptation en routine parait tout aussi
difficile. De plus, les substrats de la thrombine et de la plasmine ont un co(t non
négligeable qui limite I'utilisation de ce test (50€ par patient).

Bien que ce test reflete les interactions entre la coagulation et la fibrinolyse, il
est le reflet de la capacité du patient a un instant t a générer de la thrombine et de la
plasmine et il ne tient cependant pas compte de certains facteurs importants qui
contribuent a 'hémostase comme par exemple les plaquettes, I'endothélium et les
leucocytes. Or, les différents profils des patients présentant un déficit constitutionnel
en FXI que nous avons obtenus malgré le méme taux de FXI, pourraient s’expliquer
en partie par I'association d’autres coagulopathies qui altérent alors la balance
hémostatique tels que les déficits mineurs en fvW ou les anomalies plaquettaires
(5,53).
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L’étude d’Emsley et al (2010) va aussi dans ce sens : en effet, les travaux montrent
que les plaquettes n’améliorent pas l'activation du FXI dans un systéme statique
mais permettraient au FXla d’atteindre le site de fibrinoformation au sein du flux
sanguin. L'un des sites de liaison des plaquettes au FXI serait la GP1b, le FXI
paraitrait en compétition avec le fvW pour s’y lier. Lors d’un déficit en FXI, la liaison
aux plaquettes peut étre partiellement compensée par la liaison au fvW. Des
variations mémes minimes du taux de fvW pourraient alors avoir des conséquences
hémorragiques(55).

Au vu des perspectives d’études concernant le FXI et son interaction avec les

plaquettes, il serait intéressant d’adapter ce test sur sang total ou sur PRP.

Le test de génération de thrombine et plasmine simultanée en un puits
appliqué aux patients présentant un déficit en FXI a permis de mettre en évidence
des particularités telles que les corrélations entre les paramétres de thrombine et
plasmine. L'utilisation de tests globaux semble étre une solution pour ces patients
dont les taux de facteur ne sont pas corrélés du syndrome hémorragique tels que les
déficits en FXI ou en FVII.

Le variant Ser428Asn du FXIl illustre les limitations des tests de coagulation dans
I'évaluation de la fonction du FXI. En effet, cette mutation associe un risque
hémorragique et une liaison défectueuse aux plaquettes mais n’affecte pas le TCA
puisque celui-ci ne tient pas compte des plaquettes. Le site de liaison du FXI aux
plaquettes est le domaine A3 (Ser248 et Arg 250). La mutation Ser248Asn du FXI
entraine un déficit et a été identifié comme un phénotype hémorragique. En effet, la
liaison de ce FXI avec la mutation Ser248Asn serait 5 fois moins affine qu’avec un
FXI normal (7).

L’utilisation du protocole sans FT pourrait aussi faire I'objet d’'une prochaine étude
sur les patients présentant un déficit en FXI. Les observations mises en évidence sur
I'étude de l'influence de I'Hemoleven® nous laisse penser que I'on pourrait aussi

révéler des différences plus prononcées sur les profils de ces patients.
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5) Conclusion

L’évaluation du risque hémorragique chez les patients présentant un déficit en
FXI reste encore difficile. Le TCA et le taux de FXI ne semblent pas aider le clinicien
dans la prise en charge de ces patients.

La génération de thrombine et plasmine simultanée en un puits appliquée a ces
patients a mis en évidence le lien entre la coagulation et la fibrinolyse, via les
corrélations entre les différents parameétres. Des caractéristiques communes ont été
révélées, telles qu'une génération de thrombine diminuée et retardée, et une
génération de plasmine conservée et plus précoce.

Bien qu’il n’y ait pas de corrélation entre le FXI et les parameétres de GTP, nous
avons pu mettre en évidence un profil de base reproductible, propre a un méme
patient, quel que soit le taux de FXI.

Cependant, les différences de profils pour un méme taux par exemple ou une méme
mutation n'ont pas pu étre expliquées. L’étude du fvW pourra peut étre fournir des
réponses. De plus, ces différences pourraient entrainer des symptomatologies
différentes. Il serait donc essentiel pour la suite de comparer les profils de patients
hémorragiques vs non hémorragiques, malgré la difficulté du classement. Cela
permettra aussi de mieux appréhender leur prise en charge.

L’étude de linfluence d’un traitement substitutif, tel que I'Hemoleven®, sur la
coagulation et la fibrinolyse chez ces patients a été possible grace a la GTP. La mise
en évidence d’'un profil de base pourra étre un atout dans le suivi du traitement. Les
résultats ont soulevé de nouvelles interrogations vis a vis de la fibrinolyse, qui

devront étre approfondies.

83



6) Annexes

Thrombine Plasmine
Date Lag time Pic (nM) AUC Temps Pic (nM) AUC Temps de
(min) (nM*min) pic (min) (nM*min) lyse (min)

04/06/2014 | Moyenne 6,92 1792,70 30 615,11 12,23 3,01 1764,33 11,54
5 Ecart-type 1,41 32,78 1439,38 1,80 0,84 263,26 1,07
CV(%) 20,41 1,83 4,70 14,72 27,87 14,92 9,29

17/06/2014 | Moyenne 743 1831.9 30827.48 13.2 3.8 1793.5 12.37
5 Ecart-type 0.47 20.57 635.49 0.49 0.28 83.36 177
CV(%) 5.62 1.13 2.06 3.75 7.38 4.65 14.33

26/06/2014 | Moyenne 12,25 1 643,70 27 598,86 18,10 3,56 1 523,05 8,26
5 Ecart-type 1,33 154,95 441440 0,82 1,26 391,35 2,06
CV(%) 10,88 9,43 16,00 4,52 35,32 25,69 24,89

29/07/2014 | Moyenne 10.94 1722.23 30913.9 16.96 2.68 1195.97 9.18
6 Ecart-type 0.57 68.22 982.24 0.98 0.26 98.05 1.52
CV(%) 5.19 3.96 3.18 5.8 9.56 8.20 16.6

30/07/2014 | Moyenne 9.01 1843.93 30548.78 14.54 4.10 1923.4 9.67
6 Ecart-type 0.80 72.25 1046.55 0.63 0.80 132.5 2.36
CV(%) 8.84 3.92 3.43 4.31 19.4 6.9 24.43

31/07/2014 | Moyenne 8.4 1741 31036.21 14.13 3.02 1513.17 10.61
6 Ecart-type 0.52 407 2220.8 0.53 0.47 164.5 2.093
CV(%) 6.23 2.34 7.16 3.74 15.48 10.87 19.72

01/08/14 Moyenne 8.71 1530.42 28545.83 15.35 2.44 967.57 9.66
5 Ecart-type 1.02 194.92 1783 1.61 0.47 309.58 2.39
CV(%) 11.75 12.7 6.25 10.52 19.4 32 24.76

05/08/14 Moyenne 7.61 1743.09 30322.84 13.87 2.19 1260.75 8.66
2 Ecart-type 0.44 17.62 1386.47 0.85 0.67 293.9 2.34
CV(%) 5.81 1.01 4.57 6.16 30.58 23.31 27.09

06/08/14 Moyenne 8.24 1709.61 28895.79 14.06 2.24 1205.23 11.14
6 Ecart-type 0.54 40.53 1756.28 0.58 0.35 179.76 2.56
CV(%) 6.5 2.37 6.08 413 15.47 14.92 23.01

19/08/14 Moyenne 7.84 1635.59 29029.16 13.63 2.86 1403.16 9.83
9 Ecart-type 0.53 52.6 833.14 0.45 0.56 745 2.53
CV(%) 6.69 3.22 2.87 3.26 19.47 5.31 25.78

20/08/14 Moyenne 7.35 1636.81 28718.83 13.17 2.51 1616.61 8.17
3 Ecart-type 0.85 4.68 406 1.10 0.33 31.25 0.62
CV(%) 11.62 0.29 1.41 8.33 13.16 1.93 7.63

01/09/14 Moyenne 9.36 1645.49 26243.59 14.68 2.82 1464.13 10.08
5 Ecart-type 0.56 44.26 1860.47 0.33 0.33 228.93 2.65
CV(%) 5.99 2.69 7.09 2.25 11.72 15.64 26.33

02/09/14 Moyenne 8.33 1713.4 28329.2 14.31 3.72 1757.45 10.08
5 Ecart-type 0.38 29.09 862.17 0.54 0.41 81.20 1.52
CV(%) 4.27 1.70 3.04 3.77 10.99 4.62 15.12

03/09/14 Moyenne 9.26 1670.1 28187.94 14.62 3.16 1631.4 10.98
7 Ecart-type 0.36 19.9 750.64 0.47 0.57 227.6 1.67
CV(%) 3.91 1.19 2.66 3.21 17.9 13.95 15.17

08/09/14 Moyenne 8.37 1654.82 29019.8 13.84 3.26 1642.79 11.96
4 Ecart-type 0.92 23.32 968.41 0.89 0.79 234.92 3.73
CV(%) 11.03 1.41 3.34 6.46 24.15 14.3 31.15

cv F,Z;ye" 20.13 13.18 14.39 15.83 25.75 22.16 29.12

Tableau 9 Pool labo 1
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Thrombine Plasmine
Date Lag Time Pic AUC Temps Pic (nM) AUC Temps de
(min) (nM) (nM*min) pic (min) (nM*min) lyse (min)
18/09/14 Moyenne 8.49 1561 28037 14.46 2.34 1317 6.69
3 Ecart-type 0.11 26.24 348.23 0.02 0.52 160 0.74
CV(%) 1.33 1.68 1.24 0.15 22.07 12.15 10.7
22/09/14 Moyenne 8.86 1505 28902 14.83 2.32 1451 6.93
5 Ecart-type 0.18 54.25 789.1 0.32 0.39 78.58 2.97
CV(%) 2.03 3.60 2.73 217 16.91 5.42 42.90
24/09/14 Moyenne 8.56 1485 28630 14.26 3.46 1608 6
3 Ecart-type 0.21 28.55 1197 0.35 0.55 169 0.33
CV(%) 2.44 1.92 418 2.43 15.95 10.5 5.49
25/09/14 Moyenne 8.99 1438 28773 14.76 2.35 1428 4.93
2 Ecart-type 0.07 42.16 1381.5 0.41 0.34 52.9 1.98
CV(%) 0.77 2.93 4.80 2.80 271 3.7 40.21
30/09/14 Moyenne 8.50 1464 27925 14.15 2.48 1437 11.49
2 Ecart-type 0.27 61.86 193.3 0.41 0.21 11.94 0.22
CV(%) 3.18 4.22 0.69 2.92 8.66 0.83 1.93
07/10/14 Moyenne 8.76 1537 27380 14.16 1.72 1084 5.20
2 Ecart-type 0.25 9.72 498 0.02 0.13 24.09 1.38
CV(%) 2.89 0.63 1.82 0.17 7.34 2.22 26.51
09/10/14 Moyenne 8.46 1530 2887 14.25 2.07 1316 5.32
3 Ecart-type 0.71 125.5 1176.66 0.70 0.72 160 1.46
CV(%) 8.36 8.2 4.07 4.88 34.57 12.16 27.35
14/10/14 Moyenne 8.37 1521 28925.12 13.84 2.55 1377 10.64
3 Ecart-type 0.13 21.62 204.67 0.02 0.48 74.04 0.33
CV(%) 1.56 1.42 0.71 0.15 18.76 5.38 3.07
24/10/14 Moyenne 9.35 1538 29825.58 14.88 2.80 1793.3 5.89
3 Ecart-type 0.42 133.08 1146.67 0.34 0.48 254 .47 0.55
CV(%) 4.51 8.65 3.84 2.28 17.05 14.19 9.41
18/11/14 Moyenne 7.61 1 29 540,87 13,22 1,66 1349,41 9,57
3 Ecart-type 0.56 61,37 248,87 0,60 0,13 54,74 1,64
CV(%) 7.33 3,84 0,84 4,55 7,63 4,06 17,13
25/11/14 Moyenne 6,32 1 27 292,99 12,20 1,93 1484,55 6,63
3 Ecart-type 0,21 22,04 166,03 0,37 0,26 104,34 1,16
CV(%) 3,32 1,46 0,61 3,02 13,22 7,03 17,47
08/01/15 Moyenne 6,92 1499,1 29 183,81 12,62 4,05 1 684,65 9,10
3 Ecart-type 0,34 56 820,14 0,38 0,97 195,71 1,98
CV(%) 4,92 3,74 2,81 3,03 23,89 11,62 21,78
27/02/15 Moyenne 8,44 14745 29 388,86 14,37 2,42 1 563,65 5,11
6 Ecart-type 0,48 77,05 1151,41 0,60 0,28 196,62 2,06
CV(%) 5,73 5,2 3,91 4,19 11,72 12,57 40,3
02/03/15 Moyenne 8,63 1415,15 30 337,40 14,67 2,45 1711,56 3,71
3 Ecart-type 0,19 37,09 661,45 0,36 0,39 41,11 2,11
CV(%) 2,22 2,62 2,18 2,50 16,13 2,40 56,78
cv z:;o)ye" 12,2394 4,51 3,568 7,01 34,45 14,06 31,76
(]

Tableau 10 Pool labo 2.
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Thrombine Plamine
FXI % La Temps Temps TP TCA | Fibrinogéene | FlI FVv
Date de i _ AUC S 1 pic AUC P . . .. |ACC
Patient (base | time Pic (nM) _ du pic ~|delyse [(%) |(sec) |(glL) (%) | (%)
passage (nM*min) (nM) (nM*min)
%) (min) (min) (min)
AUA2IAS-Roe 14 | 36 (30) | 17,00 |695,62 |2190578 |27,16 |[4,10 1148,72 | 5,63 100 |38 |3 109 (114 |N
324C 4600
AMIASIAG - Dier 14 23 8,57 |614,64 [2648349 |1825 |4,50 |280589 |12,99 86 |49 |19 ND |IND |ND
213C 5951 ;
B;‘:Bss’% -Ghi14191C | 15 6,64 122944 (3249389 |1467 |444 |352937 |11,51 100 |46 |3.1 107 |108 |N
7
C1C2-Dur14183C | 44 (32) 12,58 |521,31 |20139,69 |21,10 |6,06 1908,48 | 4,11 100 139 |21 ND |IND |ND
3948
CA/CEIC6 ~Ros 14| 16 934 |616,06 |2483253 |1928 627 204159 |7,39 91 |46 |25 114 | 118 |N
113C 6189
D1/D2/D3 - Sal 14 34 15,06 | 337,06 15237,65 |27,79 |8,66 2031,79 |4,20 92 49 25 105 |107 |ND
18/09/14 | 113C 4850
D4/D6 - Car 14 114C | 34 4,79 199765 |36433,80 |10,06 |3,98 2117,29 | 9,11 100 |34 3.7 116 | 124 |ND
3769
E1/E2E3-Moue 14 | 44 (35) 13,62 |485,55 20039,19 [26,11 |[8,17 887,30 3,83 90 41 ND ND |[ND |ND
104C 4380
E6 -Fil 14 034C 4927 | 27 9,56 508,53 2273242 |18,88 3,33 1534,03 | 5,36 90 41 2.5 95 95 ND
G2/G3-Das13491C | 43 (38) | 15,29 | 630,87 18810,98 |24,15 |5,61 1253,75 |4,00 79 44 3.2 115 |56 ND
5917
GHGS/GE —Lem13 | 37 (28) | 9,53  [1077,74 |31566,17 |1845 |[3,13 |162164 |7,67 100 |36 |3 120 | 129 |ND
454C 3732
H1/H2-Rai 14451C | 38 (34) 13,66 | 529,38 21469,41 [2320 |5,05 1152,08 | 3,82 76 41 2.2 108 |93 ND
6551
C1/C3-Bou13364C | o3 11,07 [39544 |20077,46 |26,32 |4,47 1144,62 | 7,10 80F |45 |17 72 {118 |N
3789
D1/D2/D3 - Jaz 13 36 (31) 9,73 754,22 26589,82 (17,78 |4,29 1372,25 |8,79 86 35 2.3 86 104 |N
364C 4008
D4/D5/D6 - Lef 13 35 11,92 |554,45 26 080,26 |25,98 |4,81 1851,09 |4,95 100 |47 2.3 100 [129 |N
344C 3253
E1/E2/E3 - Cyb 13 33 9,60 638,46 2393493 |17,98 |5,22 223969 |8,92 85 42 2.1 72 70 N
22/09/14 | 314C 2886
F1/F2/F3 —Moul 13 36 10,60 |893,77 24 098,58 |[17,57 |3,40 152064 |7,63 84 44 2.3 91 109 |N
271C 4998
F4/F5IF6 - Brev 13 35 6,45 1047,52 2827317 |13,43 |3,21 1309,41 |8,42 86 39 2.1 82 79 N
251C 4846
G4/G5/G6 ~CocCas | 39 11,05 | 787,91 2584593 (19,90 |[6,70 2502,67 |4,15 87 40 3.2 ND |[ND |ND
13 254C 5838
H1/H2 - Coc,Car 13 | 39 10,12 | 498,15 1979335 |18,82 |3,45 1502,49 | 11,68 89 42 25 ND |[ND |N
254C 5804
A2IA3-Bru13254C | 43 (35) 11,32 |1081,60 |28516,48 |18,51 8,94 274274 | 4,55 93 55 3.2 ND |[ND |ND
4124
24/09/14 | A4/ASIAG - Cau 13 35 7,57 808,52 27983,10 |15,30 |5,97 1602,19 |6,25 88 35 2 86 93 N
204C 3773
B3 - Qui 13 191C 4860 | 37 7,55 1162,34 [29160,92 |13,15 4,14 953,72 7,88 77 40 1.7 81 97
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Thrombine Plasmine
Date de FXI % Lag AUC Temps Pic AUC Temps TP TCA | Fibrinogéne | FlI FV ACC
passage Patient (base time Pic (nM) ("MFmin) du.pic (M) ("MFmin) de.lyse (%) (sec) | (g/L) (%) (%)
%) (min) (min) (min)

24/09/14 | BA/BS/BE -Souf13 | 38 8,68 100405 |2374949 |1447 (365 |627,18 |[6,59 74139 |22 |78
:?ZZ%‘,‘SSQ_ AM13131C | 28 9,59  |94550 28308,39 | 16,29 |4,88 |2276,17 |9,62 55 |38 |24 51 |99
fjf‘%””m 38 12,55 | 712,12 2785519 | 21,00 824 |1952,91 |7,81 98 (42 |26 ND |ND |[ND
521'505;'223 Ham12 |22 9,91 974,05 22087,70 | 16,99 3,22 |144047 |7,73 92 |43 |28 92 103
Zj;'? Ran12484C |23 6,42 1126,64 |2397914 13,80 |2,13 |524,70 |5.77 68 |49 |18 87 |42
Z;”?';s Dier 12484C | 22 8,76 | 751,32 2940810 | 16,66 |558 |3280,94 |6,30 80 (50 |22 81 |81 |ND
f;;‘zf; Fay 12 11 9,97 120757 |22672,01 (1545 [153 |309,59 |[4,85 100 |41 1.6 11 1151
“1“*2’“32' Jaz 12 35 9,45 107836 |27051,78 |1524 (733 |259550 |9,38 81 |40 |23 75 198

25/09/14 ﬁifzzfl?. Kus12 - 141(32) |g87 |179864 |3213044 |13,16 [2,93 |1677,76 |586 100 |34 |38 135 | 148
’Z*z‘gisaz“g?“o“c 35 (25) | 5,61 234617 [35960,93 | 11,97 3,70 |2810,04 |6,30 100 |40 |48 ND |ND [ND
s;f;’m -Vie12274C | 33 6,28 123411 |2773573 | 12,13 |4,01 1607,77 | 7,90 76 |44 |21 A
Sgg?ﬁ; Dum12 125 9,72 859,65 26 475,56 | 16,98 | 5,31 233792 (9,97 85 |45 |18 100 [130
2;52’03 -Ber12181C | 33 13,12 | 996,91 22077,06 |2046 |282 |674,28 |5,87 82 |42 |26 104 |90
fggﬁ; Lev 12 16 12,92 | 763,60 2112249 (21,99 [7,89 |2122,94 |10,15 100 (55 |54 ND |ND |ND
:”fc’z;zi -Mahi12 - 135(27) |g85 | 225429 |3721254 |14,61 |560 |208557 |8,92 100 |40 |58 ND |ND |[ND
Ej"aii Col 12 30(28) | 8,61 1220,51 |30476,37 |1544 [3,74 |1411,44 [9,60 86 (47 |ND ND |ND [ND
Z;Ef:ﬂ Ak 11 40 10,74 | 965,23 28456,96 | 17,57 |454 |2052,39 |540 88 |48 |23 99 |62 (N
;‘Z‘js'cap” 3¢ 135 11,38 [1111,30 [29778,12 |2041 |4,24 1353,51 |8,10 100 (44 |38 103 128 |ND
H1H2 - Thie 11243C | 19 10,84 | 632,70 2079974 | 18,49 |4,60 188587 |8,18 100 (48 |29 97 |11 |N

3009714 | AIATRS Gz T 30 9,07 |968,22 24 880,11 | 1525 |5,91 206893 |6,12 85 |59 |19 ND |ND |[ND
%ZESZ’S:(’:‘ Die 13 24 730 127869 |31949,00 (1344 336 [212815 |10,50 9 (49 |2 100 |83
fl"izfs; Rai12 34 8,53 [116325 |[27908,90 |14,41 |2112 |104850 |9,32 73 (39 |19 105 |82
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Thrombine Plasmine
FXI% | |ag Temps Temps | TP |TCA |Fibrinogéne [FIl [FV | ACC
Date de Patient (base | e Pic (nM) AUC du pic Fie AUC delyse | (%) | (sec) |(glL) (%) | (%)
passage %) (min) (nM*min) (min) (nM) (nM*min) (min)
30/09/14 s;‘;iﬁ -Bru12254C | 35 1439 |976,03 |2697893 (2073 |835 |2649,82 |599 9% |51 |25 104 (103 |N
f;éfz -Das12253C | 38 12,42 107923 |22020,68 |19,12 |4,14 |992,98 |552 92 |45 |23 ND |ND |ND
:’;22"‘230 Lem13 |28 6,83 1432,80 2500815 |12,34 |3,46 124724 |11,98 9% (42 |27 9% |97
:):;Zi/f:g_ MoiL1 33 11,04 |1209,49 |24369,95 |[17,83 |4,11 1198,56 | 11,42 100 (49 |4 103 | 138
F2- Ler 11 143C 4586 | 10 463 |720,78 |16880,05 |10,01 [218 |42948 |871 81 |83 |22 69 |115 |ND
23’725;22; Hec, L1 10 16,44 |480,19 |1727519 |2534 |[8,08 |2524,73 |570 97 |55 |34 ND |ND |ND
?;é';z'Gam 11183C 133 (36) | 9,86 1081,49 |[20821,53 |1564 |3,51 1018,72 |10,16 87 (42 |2 ND |ND |[ND
07/10/14 2’*:2‘(‘;2;’2359 Dur12 32 11,32 |640,84 |1860526 |1943 [282 |91940 |574 81 |45 |19 91 |99
4’*;“"‘(‘;521 Mahj 11140 (27) | 9,59 175840 |3663526 |[1571 |[5,01 365540 |9,82 98 |46 |43 ND |ND
BA/BS/BE -Lev 11 12(16) | 1503 |618,77 |1565653 |2429 |66 |1412,68 |580 100 |48 |42 104 1136 |ND
5’2?[2(’:2"‘[1’22‘ Diel1044 130 (22) | 1383 |708,92 |25640,69 [20,88 |4,69 |2094,87 |7,51 79 |50 |24 87 |88
;’1“"‘25:2’;‘2 Teh 14 50 8,99 1690,15 |35560,44 |1571 |4,75 |2420,82 |8,09 100 (42 |5 ND |ND
f;:iz’;;s Des 14 34 18,95 |969,08 |23062,12 |[29,07 |355 1173,13 | 8,49 97 |44 |44 ND |ND |[ND
18/11/14 f;gizi'z;m” 15 7,13 1629,70 [31992,39 |12,76 |3,12 1219,69 | 11,39 91 |46 |ND ND |ND |ND
:'51"";2;':;0 Bert14 149 11,28 |97942 |23686,11 |17,78 |2,72 1167,70 | 5,07 100 |39 |ND ND |ND |[ND
25/11/14 f;‘iisﬁ; Bach14 |32 6,71 569,18 | 16071,35 |13,03 |241 791884 |8,88 91 |41 |ND ND |ND [ND
:':ﬁ’gi;fp 35 7,00 [1107,92 |2103383 |1360 |7,90 |564,48 |8,12 ND |ND |[ND ND |ND [ND

Tableau 11 Parameétres étudiés sur la génération de thrombine et plasmine simultanée chez les patients ayant un FXI

compris entre 10 et 50%
(les résultats présentés sont les moyenne des 3 puits lors du passage des échantillons). ND= non dosé, N=négatif
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Thrombine Plasmine
Date de | poston patony FXI % I_.ag . AUC Tem.ps Pic AUC Temps TP TCA | Fibrinogéne | FlI FV ACC
) ) (base | time Pic (nM) du pic ) de lyse (%) (sec) | (g/L) (%) (%)
passage | Numéro dossier “ i (bemin) | M) @iy |
18/09/14 (F);;':CQ;F;; Benf, K14 1 1 848 |48959 |1883729 (1840 [175 [59128 |7,57 % |78 |22 96 | 101 |ND
Z:s-gBe”Zv" 14023¢ 15(1.3) | 12,98 422,59 (1818299 |1888 |561 167075 |6,95 100 |72 |28 ND |ND |ND
22/09/14 4’*;2234;2“" 3 1 14,92 |26597 |13864,61 |29,16 |518 |2727,56 |4,99 100 |71 |29 ND IND |ND
4’*;‘(’:;5”“‘ 13403C | 1 13,86 |391,39 (1987234 |27,64 |538 |3231,36 |591 95 |75 |44 ND |ND |ND
:;i?;":ﬁ B |20) |13,14 |46432 |2167576 |2631 |[314 |230273 |555 80 |69 |29 123 |89 |ND
‘:‘;Bﬁ- Col.§ 13 505M | 3 14,45 |260,69 (1265614 |31,72 238 |1098,99 |4,50 65 |ND |ND ND |ND |ND
E;‘:ECSL'Z‘;D‘*"'M B 13(M) 17,00 (279,07 [1447067 |2974 7,19 211649 |6,14 9% |57 |4 ND |ND |ND
2;1225’5234‘ CoeG13 | <1 1451 |294,06 |13969,88 |29,07 |[4,16 [1488,09 |545 87 |67 |24 ND (ND |N
24/09/14 sgfﬁs‘ BenfN14 | 5 12,33 294,53 [12911,39 |2534 |4,40 |126152 |5,00 100 |76 |29 ND IND |ND
Dyse S 1 384 (21035 |11472,43 |6283 |585 |2753,84 |444 87 |12 |26 ND |ND |ND
oy & 1474 |290,00 |1283527 |27,95 |[519 |1651,78 |4,32 100 (67 |3 118 1139 |ND
25/09/14 E;‘g?ﬁig GzD12 12(15) |404 156,05 [893961 (4520 (935 |1826,58 |7,36 100 |80 (2.8 ND |[ND [ND
Zj;fffo;mpjﬂ 5) |1653 |113064 2110302 [2327 [475 |126885 |504 94 |78 3.1 ND |ND |ND
‘33;;223;29“" N 12(1) 111,51 40376 | 1633856 |23,21 |4.84 |968,25 | 4,56 100 |71 |25 99 198 |N
30/09/14 2;‘;5;3(‘)’8‘ TawT12 145(1) | 1463 |467,00 |[18682,53 |24,10 |462 |242329 |7.88 100 |80 (43 ND |ND |[ND
E;;Ecz’;z; TaeM12 13.6(1) |17,28 279,37 [13763,82 |3042 628 227077 |464 92 |73 |24 ND |ND |ND
15;‘2505;'2‘;3‘ G131 <1 16,85 |298,71 [14197,14 |2848 |474 200195 |543 100 |93 |36 ND |ND |ND
?:zfilfgss “Quett 18(6) 1588 |470,35 |16344,55 [2529 |540 |113857 |4,22 100 |54 |33 100 | 128 |N
16:;‘035:?;3‘ et <1 16,85 |298,71 |14197,14 |2848 |474 [2001,95 |543 98 |91 |3 16 120 IND
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Thrombine Plasmine

Date d FXI % Lag AUC Temps b AUC Temps TP TCA | Fibrinogéne | FlI FV ACC
ale de IC
Patient (base time Pic (nM) ) du pic de lyse (%) (sec) | (g/L) (%) (%)
passage (nM*min) (nM) (nM*min)
%) (min) (min) (min)
07/10/14 S;"‘E(‘fgis‘ Mas.R11 15(3) |518 |160163 |36679,22 |1296 |[262 |177068 |12,24 94 |70 |36 ND |ND [ND
f;;gi’f;‘ Benz, K11 113 12,87 |341,42 |1482244 |2088 |3,13 |105047 |661 100 |78 |24 ND (ND |ND
C4/C5/C6 —Nac, R L1 | 1 7,79 45393 |19956,92 |1825 1,80 |80443 |7,60 87 |74 |14 ND |ND |[ND

0473 4259

Tableau 12 Parameétres étudiés sur la génération de thrombine et plasmine simultanée chez les patients ayant un FXI <10%
(les résultats présentés sont les moyennes des 3 puits lors du passage des échantillons) ND= non dosé, N=négatif
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Thrombine Plasmine FXI | TP /| Fib | D-Dim
%) | TcA
Moyenne | Moyenne Pic Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne
Lag time (nM) AUC Temps Pic (nM) AUC Temps
(min) (nM*min) pic (min) (nM*min) lyse
(min)
o | 1515 | 50044 | 1619594 | 2555 | 833 | 164058 | 530 | 6 %%/ 4 | 480
= | 969 | 135125 | 2365326 | 1571 | 414 | 146894 | 667 | 24 /12(1’ 43 | 990
% | 1329 | 106013 | 2187233 | 2073 | 347 |131281| 675 | 14 | ¥ | 38 | 2170
- 57
© | 1686 | 81448 | 1785299 | 2534 | 876 |107708| 548 | 14 | V' | a8 | 1210
- 60
- 89/
b G| 1032 | 99447 | 2194654 | 2073 | 565 | 91422 | 886 | 18 | | 6 | 1140
o .9
= <
- 89/
&g | 1416 | 139358 | 25141,98 | 2073 | 576 | 88240 | 503 | 25 | |73 | 6100
FZ
Tableau 13 Parameétres de GTP chez le patient Dep,D aprés injection
d’Hemoleven®
Thrombine Plasmine FXI | TP /| Fib | D-Dim
%) | TCA
Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne
Lag Pic (nM) AUC Temps Pic (nM) AUC Temps
time (nM*min) pic (min) (nM*min) lyse
(min) (min)
o | 384 | 13475 | 609578 | 6818 | 317 | 60559 | 2186 | 6 %%/ 4 | 480
= | 18,84 | 136849 | 2218598 | 2528 | 444 | 114472 | 743 | 24 /12(1’ 43 | 990
3 398 | 587,58 | 16202,57 | 4581 | 545 | 88928 | 920 | 14 | 9 | 38 | 2170
- 57
© | 454 | 840,86 | 1706513 | 3638 | 7.30 | 84381 | 2254 | 14 | ®V | 48 | 1210
- 60
- 89/
&g | 101 | 56382 | 1823557 | 27,17 | 709 | 87992 | 11,02 | 18| | 6 | 1140
o .9
= <
- 89/
&g | 855 | 103478 | 2215931 | 3491 | 729 | 68580 | 865 | 25| |73 | 6100
FZ

Tableau 14 Parametres de GTP en absence de FT chez le patient Dep,D aprés
injection d’Hemoleven®
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Corrélation Lag time thrombine/ TAFla/TAFlai
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Figure 29 Corrélation lag time, pic de thrombine, AUC thrombine et TAFla/TAFlai
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Corrélation temps de pic de Thrombine/ TAFla/TAFlai
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Figure 30 Corrélation temps du pic de thrombine et TAFla/TAFlai.
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	ThèseSandra.10
	ThèseSandra.11

