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ABREVIATIONS

ASA : American society of anesthesiologists

CIVD : Coagulation intravasculaire disséminée

ELFA : Enzyme linked fluorescent assay

EP : Embolie pulmonaire

FM : Monoméres de fibrine

FpA : Fibrinopeptide A

FpB : Fibrinopeptide B

FT : Facteur tissulaire

INR : International normalized ratio

ISTH : International society on thrombosis and haemostasis
NETs : Neutrophil extracellular traps

PAI-1 : Inhibiteur de I'activateur du plasminogéene de type 1
PARSs : Protease-activated receptors

PDF : Produits de dégradation de la fibrine

PDFg : Produits de dégradation du fibrinogene

PFC : Plasma frais congelé

ROTEM® : Rotational thromboelastometry

TAFI : Thrombin activated fibrinolysis inhibitor

TCA : Temps de céphaline activé

TEG® : Thromboelastographie

TFPI : Tissue Factor Pathway Inhibitor

TIC : Trauma induced coagulopathy ou coagulopathie liée au traumatisme
TLR : Toll like receptor

TP : Taux de prothrombine

t-PA : Activateur tissulaire du plasminogéne

TVP : Thrombose veineuse profonde

TXA : Acide tranexamique

u-PA : Urokinase

vWEF : Facteur von Willebrand
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INTRODUCTION

Le caillot de fibrine est principalement constitué d’un maillage de molécules liées
entre elles, appelées monomeéres de fibrine (FM). lls sont le produit de I'action de la
thrombine sur le fibrinogéne, et I'élévation de la concentration en FM traduit
I'activation de la coagulation. Ce parametre biologique fait partie des marqueurs de
fibrine, aux c6tés des D-diméres et des produits de dégradation de la fibrine (PDF).

Le dosage des marqueurs de fibrine est actuellement recommandé dans de
nombreuses situations pathologiques, et notamment pour le diagnostic et le suivi de
la coagulation intravasculaire disséminée (CIVD). Les FM, dans ce contexte sont tres

spécifiques puisqu’ils traduisent un processus de coagulation active.

Les FM sont élevés dans de nombreuses autres situations pathologiques, et
présentent I'avantage selon certains auteurs, d’apparaitre plus précocement que les
autres marqueurs de fibrine. Ces hypothéses restent purement théoriques, et sont
basées sur des données physiologiques d’hémostase et non sur des données

expérimentales.

A notre connaissance, peu de données existent sur I'analyse comparative des taux
des différents marqueurs de fibrine ex vivo. Nous souhaitons donc évaluer la
réactivité des FM par rapport a celle des D-dimeres et des PDF. Notre étude s’est
portée sur une population de patients polytraumatisés prélevés trés précocement sur
le théatre de I'accident, susceptibles de présenter de forts taux de FM, en réponse a
I'activation de la coagulation chez ces patients.

Les dosages de FM ont été réalisés grace au kit STA® Liatest® FM de Stago®.
Cette méthode n’est pas utilisée en routine au CHU de Bordeaux, mais a fait I'objet
d'un contrat d’étude permettant de bénéficier des réactifs a cout nul. L’étude des
concentrations en marqueurs de fibrine chez les patients polytraumatisés, et
également au sein d’'une population saine ne présentant pas de troubles de la

coagulation, nous a permis tout d’abord d’étudier les performances du kit STA®
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Liatest® FM, puis d’analyser la réactivité des FM par rapport aux autres marqueurs

de fibrine.

Dans un premier temps, nous ferons quelques rappels physiologiques d’hémostase
en se concentrant sur le fibrinogéne et le caillot de fibrine. L’étude bibliographique
permettra également de faire un état des lieux des connaissances concernant la
fibrinoformation, la cinétique d’apparition et de clairance des marqueurs de fibrine,
ainsi que de la physiopathologie de la CIVD, et de la coagulopathie du traumatisme.
Dans un second temps, nous présenterons et discuterons des résultats du dosage

de ces marqueurs en traumatologie lourde.
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PREMIERE PARTIE : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE
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1. Généralités

L’hémostase est un ensemble de mécanismes physiologiques permettant la
prévention et I'arrét des saignements. Elle participe au phénomeéene de cicatrisation
lors d’'une breche vasculaire, et contribue ainsi au maintien de lintégrité de la

circulation sanguine et des vaisseaux sanguins.

On distingue classiquement 3 étapes essentielles :

e L’hémostase primaire, correspondant a I'adhésion, I'activation et I'agrégation
plaquettaire, conduisant a la formation d’'un clou plaquettaire, ou thrombus
blanc.

e La coagulation, correspondant a une cascade de réaction enzymatique
conduisant a la formation d’'un caillot de fibrine insoluble qui consolide le
thrombus blanc.

e La fibrinolyse, permettant de détruire le caillot fibrino-plaquettaire, ou d’en

limiter 'extension.

Ces 3 étapes ne sont pas séquentielles, mais simultanées, dés linitiation du
processus d’hémostase. Chaque étape est complexe, et fait intervenir un grand
nombre d’acteurs et de régulateurs, afin de garantir que ce phénomene reste rapide,

localisé, et équilibré entre processus coagulant, et fibrinolyse.
Pour bien définir les différentes espéces mises en jeu, nous détaillerons la structure

et les réles du fibrinogéne, ainsi que le processus de fibrinoformation et de

fibrinolyse.
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2. Du fibrinogéne a la fibrinolyse :

2.1. Lefibrinogene

2.11. Généralités :

Le fibrinogéne, également appelé facteur | de la coagulation, est une protéine
synthétisée et secrétée par les cellules du parenchyme hépatique, qui posséde un
rble majeur dans le processus d’hémostase. La demi-vie plasmatique de cette
protéine est de 4 a 6 jours, avec un taux physiologique compris entre 2 et 5 g/L de
sang. La concentration minimale indispensable pour pouvoir assurer 'hémostase est
de 0,5 g/L [1], mais certaines circonstances cliniques requiérent des concentrations

supérieures.

2.1.2. Variations physiologiques et pathologiques du taux de

fibrinogéne :

Le taux de fibrinogéne augmente physiologiquement au cours de la grossesse [1] et
avec I'age [2]. Ce sont les principales situations physiologiques au cours desquelles

on observe une modification la concentration en fibrinogéne.

Plusieurs situations pathologiques vont conduire a une hyperfibrinogénémie telles
que les cancers, les syndromes inflammatoires, le syndrome néphrotique, I'utilisation
de traitements antirétroviraux. La consommation de tabac entraine également une

élévation du taux de fibrinogéne dans le sang.

L’hypofibrinogénémie peut étre retrouvée dans diverses situations, acquises ou

constitutionnelles.

Les déficits acquis sont dis a [linsuffisance hépatocellulaire, a la coagulation

intravasculaire disséminée ou la fibrinolyse primitive. De rares cas de
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dysfibrinogénémies acquises ont été décrites (cancers primitifs du foie, hépatomes,

cirrhoses...).

Les déficits constitutionnels sont de 2 types :

e Les déficits quantitatifs : afibrinogénémie (absence de fibrinogene) ou
hypofibrinogénémie constitutionnelles. La mesure de l'activité et le dosage
pondéral du fibrinogéne sont diminués en proportion égale.

e Les déficits qualitatifs : dysfibrinogénémies constitutionnelles, au cours
desquelles le dosage pondéral du fibrinogéne est normal, mais la mesure de

son activité est diminuée.

2.1.3. Structure :

Le fibrinogéne est une molécule de 340 kD mesurant environ 45 nm de long. La
molécule est constituée de 3 paires de chaines polypeptidiques Aa, Bp et y
enroulées de fagon hélicoidale. Ces 6 chaines sont reliées entre elles par 29 ponts
disulfures et forment ainsi une protéine symeétrique comportant 3 domaines : 2

domaines D distaux et un domaine E central [3].

Les extrémités NH2-terminales des 6 chaines polypeptidiques forment le domaine E
et les extrémités COOH-terminales forment les deux domaines D de part et d’autre
du domaine E, ainsi que deux domaines aC (correspondant a I'extrémité COOH-

terminale de la chaine Aa) (figure 1).

L’extrémité NH2-terminale des chaines Aa et BB correspond respectivement au
fibrinopeptide A (FpA, 16 acides aminés) et au fibrinopeptide B (FpB, 14 acides
aminés). Ces fibrinopeptides sont clivés par la thrombine, ce qui représente la

premiére étape de la transformation du fibrinogéne en fibrine [4].
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Figure 1 : structure du fibrinogene d’aprés [5]. (A) : les chaines polypeptidiques Aa,
BB, et y sont représentées respectivement en bleu, vert, et rouge. Les fibrinopeptides
A et B sont représentés en rose. (B) : structure tridimensionnelle du fibrinogéne. Les
chaines sont enroulées de facon hélicoidale. Les domaines D sont composés des
extrémités COOH-terminale des chaines B et y, formant respectivement les nodules
B et les nodules y. L'extrémité COOH-terminale des chaines Aa ne sont pas incluses
dans le domaine D, mais forment les domaines oC représentés par les 2 cercles

bleus.

21.4. Roles :

Le fibrinogéne posséde de multiples fonctions dans I'organisme, c’est une protéine
majeure de linflammation, de la cicatrisation, et la fibrine et ses produits de
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dégradation ont également un réle dans la formation de la plaque d’athérome en
favorisant la migration des monocytes dans la plaque et en s’y liant au LDL-

cholestérol oxydé [6].

Mais la principale fonction du fibrinogéne dans l'organisme est son rble dans le
processus d’hémostase. Il participe au phénoméne d’agrégation plaquettaire lors de
'hémostase primaire, et représente également la protéine de la phase finale de la
coagulation, en permettant la formation du caillot de fibrine.

2.1.4.1. Fibrinogéne et hémostase primaire

Lors d’'une bréche vasculaire, les plaquettes adhérent au sous-endothélium mis a nu,
notamment grace a l'interaction entre le facteur von Willebrand (vVWF) et le récepteur
GP Ib/IX des plaquettes. |l s’en suit une activation plaquettaire, qui conduit au
changement de conformation du complexe GP lIb/llla plaquettaire qui acquiére une
forte affinité pour le fibrinogéne. Le fibrinogéne (et le VWF) en se liant au récepteur
GP lIb/llla forme alors des ponts inter-plaquettaires permettant I'agrégation

plaquettaire [7].

2.1.4.2. Fibrinogene et coagulation :

La coagulation est une série de réaction enzymatique ayant pour but de former un
caillot de fibrine insoluble. L’enzyme qui permet la transformation du fibrinogéne en
fibrine est la thrombine, qui elle-méme est générée grace a une cascade

enzymatique complexe représentée en figure 2.

La cascade de coagulation est activée quand un saignement se produit suite a une
blessure au niveau d’un vaisseau sanguin. Le facteur tissulaire (FT) dans le sous-
endothélium rentre en contact avec le facteur VII, ce qui provoque I'activation du
facteur VIl en facteur Vlla. Le complexe FT-Vlla active alors le facteur X en facteur
Xa qui forme un complexe avec le facteur Va, qui transforme la prothrombine, en

thrombine. Cette premiére étape constitue la phase d’initiation de la coagulation.
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Ensuite, les premiéeres traces de thrombine générées, activent les facteurs V, VI, et
XlI, permettant ainsi de considérablement augmenter la production de facteur X
activé, et de thrombine. Ces boucles d’activation provoquent une explosion de la
production de thrombine, et correspondent a la phase damplification de la
coagulation. La thrombine permet de convertir efficacement le fibrinogéne en fibrine,

qui forme alors un maillage permettant de stabiliser les lésions tissulaires.

Les différentes réactions enzymatiques de la coagulation nécessitent un support
membranaire, qu’il soit apporté par I'endothélium, les plaquettes, les leucocytes ou
des microvésicules d'origine cellulaire. Ces surfaces sont fondamentales. Elles
expriment le facteur tissulaire lors de linitiation de la coagulation, elles servent de
support catalytique aux réactions de coagulation, et permettent ainsi de maintenir la

génération de thrombine localisée et controlée [8].
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Figure 2 : Schéma de la coagulation [9]. L’encadré jaune correspond au systéme
contact d’activation de la coagulation, dont les anomalies perturbent les tests de
coagulation in vitro, mais sont asymptomatiques (sauf pour le facteur XI).
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2.2. Fibrinoformation

La fibrinoformation est un processus ordonné et complexe, comprenant plusieurs
étapes :
e Relargage des fibrinopeptides A et B du fibrinogéne conduisant a la formation
de monomeéres de fibrine.
e Formation d’oligomeéres de fibrine puis de protofibrilles, structures composées
de plusieurs monomeéres de fibrine liés entre eux de fagon longitudinale.
e Agrégation latérale des protofibrilles conduisant a la formation de fibres de
fibrine.

e Consolidation de la structure par le FXllla.

2.2.1. Relargage des fibrinopeptides

La polymérisation de la fibrine est initiée par le clivage par la thrombine des
extrémités NH,-terminales des chaines peptidiques Aa et BB du fibrinogéne
entrainant le relargage des fibrinopeptides A et B. Cette modification catalytique

donne naissance a un monomeére de fibrine.

Le relargage du fibrinopeptide A a pour conséquence I'exposition d’'une séquence
d’acides aminés de la chaine Aa (« knob » ‘A’), qui est complémentaire d’'une partie

de la chaine y des autres monoméres de fibrine appelée « hole » ‘a’.

Le relargage du fibrinopeptide B, a pour conséquence l'exposition d’'une séquence
d’acides aminés de la chaine B (« knob » ‘B’), qui est complémentaire d’'une partie

de la chaine [ des autres monomeéres de fibrine appelée « hole » ‘b’.

L’action de la thrombine sur le fibrinogéne est séquentielle. Il est démontré que le
clivage du FpB est secondaire au clivage du FpA lors de la fibrinoformation [10], et le
délai entre le clivage du fibrinopeptide A et B est essentielle a I'obtention d’'un réseau

organisé de fibrine [11].
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2.2.2. Formation d’oligoméres de fibrine et de protofibrilles.

Dans un premier temps, les monoméres de fibrine s’agregent de fagon longitudinale.
La premiéere étape correspond a la liaison entre le knob ‘A’ d’'un monomere de fibrine
et le hole ‘@’ de la chaine y d’un autre monomére de fibrine. C’est une liaison
hydrogene appelée interaction « knob-to-hole ». L’agrégation de plusieurs
monomeres de fibrine entre eux conduit a la formation d’oligoméres de fibrine (figure
3). Cette étape ne nécessite que le clivage du FpA, ainsi, les monomeéres de fibrine
qui constituent les oligoméres de fibrine possédent encore le FpB.

Domaine D Domaine E Domaine D

Régions aC

Interaction knob-to-hole entre
le knob ‘A’ du domaine E (bleu), et
les holes ‘a’ des chaines y des FM

adjacents (vert).

Extrémités COOH-terminales des
chaines BB ety

Figure 3 : oligomeére de fibrine composé de 3 monomeres de fibrine adapte de [3]. En
rouge sont représentées les 3 paires de chaine Aa, BB, et y. En vert sont
représentées les extrémités COOH-terminales des chaines Bf et y (domaine D). En
bleu sont représentés les domaines centraux E. Dans le cercle noir figure
l'interaction knob-to-hole entre le knob ‘A’ d’'un FM situé dans le domaine E, et les

holes ‘a’ situés dans le domaine D de deux FM adjacents.
L’addition de nouveaux monomeéres de fibrine provoque I'élongation de la structure,

qu’on appelle alors protofibrille : structure longitudinale constituée de 2 « brins » de
monomeres de fibrine positionnés en quinconce [5] (figure 4).
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2.2.3. Agrégation latérale des protofibrilles

Dans un second temps, les protofibrilles s’agregent latéralement pour former une
fibore de fibrine. L’agrégation latérale est toujours secondaire a [I'agrégation
longitudinale des monoméres de fibrine et semble n’intervenir que lorsque les
protofibrilles ont atteint une longueur suffisante [12]. Les mécanismes a l'origine de
I'agrégation latérale, et la nature des liaisons entre protofibrilles demeurent encore

largement méconnus.

L’hypothése fréequemment rencontrée dans littérature reste que I'agrégation latérale
entre protofibrilles repose sur linteraction knob-to-hole entre le knob ‘B’ (exposé
aprés clivage du FpB) d’'un FM, et le hole ‘b’ d’'un FM adjacent [13]. Cette hypothése
vient surtout du fait qu’il existe un paralléle entre le relargage secondaire du FpB par
rapport au FpA, et 'agrégation latérale secondaire a I'agrégation longitudinale des

monomeres de fibrine.

Le clivage secondaire du FpB est di au fait que le FpB n’est clivé qu'au sein
d’oligoméres de fibrine, ou de protofibrilles [14]. Pechik et al. expliquent ce
phénoméne par le fait que lors de la formation d’un oligomére de fibrine, le
rapprochement de deux domaines D autour d’'un domaine E possédant encore le
FpB, entraine I'exposition accrue du FpB, et son clivage par la thrombine est ainsi
facilité [4]. Dans cette méme étude, ils montrent qu’une fois le FpB clivé, I'agrégation

latérale entre protofibrilles s’accélére.

Cependant, cette hypothése est largement remise en question. Hantgan et al. ont
montré que le clivage du FpB n’est pas nécessaire a I'obtention d’'un réseau de
fibrine normal [14]. En remplagant la thrombine comme enzyme clivant les
fibrinopeptides, par la reptilase, qui est incapable de cliver le FpB, Hantgan et al. ont
pu constater une polymérisation normale de la fibrine. Le clivage secondaire du FpB

n’est donc pas uniquement responsable de I'agrégation latérale entre protofibrilles.

Yang et al. eux, proposent que l'agrégation latérale entre protofibrilles repose en
partie sur I'interaction entre deux nodules 3 de deux protofibrilles adjacentes [15].

Plus réecemment, Tsurupa et al. ont montré que les domaines aC (correspondants

aux extremités COOH-terminales des chaines Aa) ont un rdle dans I'agrégation
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latérale des protofibrilles [16]. En effet, lors de la polymérisation de la fibrine, ces
domaines interagissent entre eux, et avec le domaine E de protofibrilles adjacentes

ce qui permet le rapprochement des protofibrilles entre elles [17].

Parallélement a I'élongation et I'épaississement des fibres de fibrine, un phénoméne
de branchement entre protofibrilles s'opére, afin de permettre la structure

tridimensionnelle et la réticulation du réseau de fibrine (figure 4).

Nodules B ety

Fibrinogéne g9 -
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Figure 4 : Représentation schématique des difféerentes étapes de la polymérisation
de la fibrine, d’apres [3]. Le schéma montre le relargage enzymatique des
fibrinopeptides, permettant I'agrégation des premiers monoméres de fibrine entre
eux, formant un oligomere de fibrine, puis une protofibrille. L'’agrégation latérale entre
protofibrilles conduit a I'apparition d’'une fibre de fibrine qui, grace a la formation de

branchements, prend sa conformation tridimensionnelle.
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2.2.4. Action du Facteur XIII sur les polyméres de fibrine.

La fibrinoformation se termine par I'action du FXIII activé sur les polymeres de
fibrine. Le FXIII est une transglutaminase qui nécessite une activation calcium-
dépendante par la thrombine. Le facteur activé permet de former des liaisons
covalentes entre les monomeres de fibrine. La liaison covalente créée correspond a
un pont y-glutamyl-e-lysyl entre deux domaines y de monomeéres de fibrine adjacents.
Ce phénomene est appelé le « cross-linking » de la fibrine, et permet de consolider

le réseau de fibrine.

2.3. Fibrinolyse :

La fibrinolyse est I'étape finale du processus d’hémostase. Elle débute dés l'initiation
du processus d’hémostase, et a pour objectif de limiter I'extension du caillot de

fibrine, et de le résorber, une fois la cicatrisation du vaisseau terminée.

2.3.1. Acteurs de la fibrinolyse :

La plasmine est une sérine protéase, enzyme clé de la fibrinolyse. Elle est capable
de dégrader la fibrine, le fibrinogéne, mais aussi d’autres facteurs de la coagulation.
La plasmine est formée a partir du plasminogéne, protéine synthétisée par le foie, qui
circule dans le plasma sous forme inactive. Le clivage de la liaison peptidique entre
'arginine 561 et la valine 562 du plasminogene provoque la transformation du

plasminogéne en plasmine. On distingue 2 types d’activateurs :

e L’activateur tissulaire du plasminogéne (t-PA) est synthétisé par les cellules
endothéliales sur le site du caillot. Le t-PA possede trés peu d’activité sur le
plasminogéne non lié a la fibrine. En présence de fibrine, le t-PA et le
plasminogéne, se lient sur les résidus lysine de la fibrine. La formation de ce
complexe fibrine-t-PA-Plasminogéne permet I'activation du plasminogéne en

plasmine.
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L’urokinase (u-PA), activateur ne se liant pas spécifiquement a la fibrine.

Les systémes inhibiteurs de la fibrinolyse sont de plusieurs types :

L’'a2-antiplasmine est une glycoprotéine secrétée par le foie inhibant la
plasmine. Le mécanisme d’inhibition consiste en une liaison covalente forte,
spécifique et rapide avec la plasmine. L'a2-antiplasmine inhibe également la
fibrinolyse en bloquant la liaison du plasminogéne aux résidus lysine de la
fibrine de fagon compétitive.

Les inhibiteurs de [l'activateur du plasminogéne : 2 types d’inhibiteurs de
I'activateur du plasminogéne ont été identifiés. Le principal étant le PAI-1,
synthétisé par I'endothélium et stocké majoritairement dans les granules a des
plaquettes. L’inhibition de [l'activateur du plasminogéene consiste en la
formation d’'un complexe serpine protéase entre les 2 molécules par liaison
covalente entre le PAI-1 et le site actif de I'activateur du plasminogéne [18]. Le
PAI-2 lui, a un réle moindre, il est surtout retrouvé en quantité importante lors

de la grossesse [19].

Le thrombin activated fibrinolysis inhibitor (TAFI), est une protéine synthétisée
par le foie, activée par la thrombine mais aussi par la plasmine. Le TAFI est
capable de cliver les résidus lysine de la surface de la fibrine, empéchant la
liaison du plasminogéne et du t-PA a la fibrine, et diminuant ainsi I'activation
du plasminogéne [20].

2.3.2. Déroulement de la fibrinolyse :

En I'absence de caillot de fibrine, le t-PA ne posséde qu’une activité tres faible. Il est

synthétisé sous forme active dans la circulation, mais se retrouve complexé par son

inhibiteur principal, le PAI-1, trés rapidement. En effet, la demi-vie d’'inactivation du t-

PA dans la circulation est estimée a 2 minutes [21].
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Lors de la polymérisation de la fibrine, les monomeéres de fibrine subissent des
changements de conformation, entrainant I'apparition des sites de fixation pour le t-
PA et le plasminogéne. Yakovlev et al. ont montré que la liaison entre le domaine E
d’'un monomeére de fibrine, et les domaines D de monoméres adjacents (interaction
« knob-to-hole » entre le noeud ‘A’ et le hole ‘@’) est a l'origine des changements de
conformation observés. Les sites de fixation pour le t-PA et le plasminogéne
correspondent a des résidus lysine, et sont situés sur le domaine D des monoméres
de fibrine. Ce phénoméne est réversible, puisqu’un domaine D seul, ou une molécule

de D-dimere est incapable de fixer le plasminogene et le t-PA [22].

Ce n’est que lorsque ces 2 molécules sont adsorbées sur la fibrine, que le t-PA peut
activer le plasminogene en plasmine. Le clivage de la liaison peptidique par le t-PA
entre l'arginine 561 et la valine 562 provoque la formation de plasmine qui est
constituée de 2 chaines polypeptidiques reliées par un pont disulfure. Le site actif de
la plasmine est situé sur la chaine légére. La plasmine formée reste fixée a la fibrine

et commence la digestion protéolytique de la fibrine.

La digestion protéolytique par la plasmine s’effectue sur de nombreux sites de la
fibrine. Les sites préférentiels de protéolyse semblent étre situés au niveau de
résidus lysine et arginine de la chaine Aa et Bf [21], situés entre les domaines D et
le domaine E. L'’initiation de la dégradation de la fibrine par la plasmine entraine
I'exposition de nouveaux sites de liaison pour le t-PA et le plasminogéne, accentuant
ainsi le phénomeéne [23].

L’action de la plasmine sur la fibrine entraine I'apparition de produits de dégradation
de la fibrine (PDF), ensemble hétérogene de molécules, possédant une taille et une
structure tres variable. Plusieurs phénoménes sont a l'origine de cette hétérogénéite.
Tout d’abord, la multitude de sites de protéolyse, et I'action aléatoire de la plasmine
sur la fibrine entrainent la production de produits de dégradation de taille variable,
pouvant méme correspondre a de véritables protofibrilles [21]. Ensuite, la structure
de la fibrine elle-méme et son niveau de réticulation impactent la structure des

molécules de dégradation.
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Les produits de dégradation de la fibrine sont également différents, selon que la
plasmine exerce son action protéolytique sur de la fibrine ayant subi le « cross-
linking » par le facteur Xlll ou non. En effet, la plasmine ne détruit pas les liaisons
covalentes entre les 2 domaines D de monomeres de fibrine adjacents. L’action de la
plasmine sur de la fibrine ayant subi le « cross-linking » par le facteur Xl produit
donc des fragments contenant le motif D-D appelés D-diméres [24].

De plus, il est important de noter que la plasmine est capable de dégrader le
fibrinogéne, et ainsi entrainer la formation de produits de dégradation du fibrinogene
(PDFg), proches des produits de dégradation de la fibrine, mais contenant les

fibrinopeptides A et B.

Les principaux fragments résultant de I'action de la plasmine sur la fibrine et le
fibrinogéne sont désignés par une lettre ou un ensemble de lettres. lls sont

représenteés sur la figure 5.
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Figure 5 : Action de la plasmine sur la fibrine et le fibrinogéne d’apres [25]. Les
produits de dégradation de la fibrine et du fibrinogéne sont de structure et de taille
variable, dépendantes des sites de protéolyse par la plasmine.
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La fibrinolyse est un processus dynamique organisé, qui permet de résorber le caillot
de fibrine efficacement, de la surface du caillot vers lintérieur. Sakharov et al. en
utilisant du plasminogéne et du t-PA marqués a la fluorescéine, ont pu montrer que
ces molécules s’accumulent de fagon importante dans la couche superficielle du
caillot et dans les fragments de fibrine qui s’en détachent. Ainsi la concentration en
plasminogéne dans la couche superficielle du caillot peut atteindre jusqu’a 30 fois

celle retrouvée dans le plasma [26].

L’utilisation de molécules marquées (plasminogéne, t-PA et fibrinogene), a permis de
visualiser les fibres de fibrine, et de localiser I'endroit du caillot qui subit
d’'importantes modifications lors de la lyse. lls ont pu conclure que la fibrinolyse
active ne se produit que dans la couche superficielle du caillot (n’excédant pas 5 a 8
um), et que le processus de fibrinolyse s’effectue progressivement, couche par

couche, vers le centre du caillot (figure 6).
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Figure 6 : Lyse séquentielle du caillot de fibrine en microscopie confocale (intervalles
de 30 secondes entre les 4 images). Les fibres sont visualisables grace a I'utilisation
de fibrinogéne marqué. On peut constater que les fibres situées en profondeur du
caillot ne subissent pas de réarrangements aux premiéres étapes de la lyse, et que
la lyse du caillot commence par la couche superficielle, et progresse vers le centre

du caillot.
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3. Les marqueurs de fibrine et de fibrinolyse

3.1. Les monomeéres de fibrine et les complexes solubles

3.1.1. Définition

Le terme « monomeére de fibrine » au sens strict se réfere a la molécule qui ne differe
du fibrinogéne que par le clivage des fibrinopeptides A et B (figure 7). La molécule
contient les 3 paires de chaines polypeptidiques Aa, BB et y organisées en 2

domaines D et un domaine E.

&Qe 5@@ Throm\bine: &96 %

Monomere de

h§q ibrine

Fibrinogéne

Figure 7 : Anatomie du monomere de fibrine.

Les monoméres de fibrine formés apres I'action de la thrombine sur le fibrinogéne
sont normalement destinés a se polymériser en fibrine. lls ont aussi la propriété de
se lier soit avec le fibrinogéne, soit avec des produits de dégradation de la fibrine ou

du fibrinogéne, sous forme de complexes solubles [27].

La définition précise de ces complexes solubles, et la structure des espéces
moléculaires qui sont associées a ce terme sont confuses dans la littérature. Les
complexes solubles se référent a un ensemble de molécules de taille et de structure
variables, comportant au moins un monomere de fibrine, relié a une molécule de

fibrinogéne ou de PDF.
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Parallelement, la description des espéces moléculaires reconnues par les méthodes
de dosage des monomeéres de fibrine et des complexes solubles n’est pas explicite
dans les documents fournis par les industriels. Pour la méthode STA® Liatest® FM,
I'anticorps monoclonal utilisé reconnait les monoméres de fibrine seuls, et ceux
associés au fibrinogéne et/ou aux PDF sous forme de complexe solubles [28][29].
Ainsi, dans cet exposé, lorsque I'on parle d’'une concentration en FM ou du dosage
des FM, cela correspond a la fois aux monomeres de fibrine qui circulent seuls, et

aux monomeres qui circulent sous forme de complexes solubles.

On peut établir un parallele avec les D-diméres. En effet, le terme « D-diméres » au
sens strict désigne un motif constitué de 2 domaines D reliés entre eux par liaison
covalente. Mais le dosage des D-dimeres englobe tous les produits de dégradation
de la fibrine comportant ce motif, la réactivité des anticorps utilisés par les différents
fournisseurs pouvant montrer des différences importantes entre les espéces

moléculaires ciblées (produits de dégradation de taille différente).

3.1.2. Dosage des monoméres de fibrine et des complexes

solubles

3.1.2.1. Historique des méthodes de dosage

Le dosage des monomeres de fibrine et des complexes solubles, existe depuis
plusieurs décennies. Cependant, la réelle reconnaissance de son utilité diagnostique
est récente puisque ce paramétre a été ajouté aux critéres diagnostique de CIVD
décompensée de I'International Society on Thrombosis and Haemostasis (ISTH) en
2013. La difficulté d’obtention d’un dosage quantitatif précis des monoméres de
fibrine réside dans la grande variabilité de taille et de structure de ces derniers, due a
des modulations de l'activité de la thrombine, de la plasmine, et du facteur XIlI, et
également a la concentration variable du substrat, le fibrinogéne, et des autres

espéces de dégradation déja formées.
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La plus ancienne méthode de détection des complexes solubles date des années
1960. Il s’agit du test a I'éthanol. Ce test repose sur la capacité de I'éthanol, in vitro,
a gélifier un plasma citraté en présence de monomeres de fibrine [30]. Le froid
(+4°C) et I'éthanol libérent les monomeres de fibrine des complexes dans lesquels ils
sont engagés et on observe une coagulation du plasma par polymérisation des
monomeres de fibrine libérés. Une autre méthode, utilisant le sulfate de protamine,
est comparable au test a I'éthanol. Ce sont des méthodes semi quantitatives,
opérateur dépendantes, et peu sensibles, qui sont majoritairement abandonnées de
nos jours [31].

Par la suite, les monomeres de fibrine ont pu étre dosés par une méthode
d’hémagglutination. Cette méthode utilise des globules rouges recouverts de
monomeres de fibrine fixés de fagon covalente et irréversible a la membrane
cellulaire. Lorsque ces hématies sont mises en contact avec le plasma a tester, les
monomeéres de fibrine présents dans le plasma s’agrégent a ceux fixés sur les
globules rouges, et on observe alors une hémagglutination [32]. La sensibilité de ce
test est supérieure a celle des techniques précédentes, mais reste une méthode
opérateur dépendante manquant de précision.

Plusieurs méthodes quantitatives ont été développées, notamment le test « COA-
SET fibrin-monomer » développé a la fin des années 80 par le laboratoire Kabi
Vitrum Diagnostica®, aujourd’hui disparu. Il s’agit d’'une réaction enzymatique
utilisant le plasminogéne et un substrat chromogénique (peptide + p-nitroaniline),
permettant un résultat quantitatif des monomeéres de fibrine (figure 8)[33]. En
présence d’'un exces d’activateur tissulaire du plasminogene (t-PA), et d’'une quantité
connue de plasmine, les monoméres de fibrine du plasma a doser vont servir de
support a la fixation du t-Pa, et ainsi permettre I'activation du plasminogéne en
plasmine. La plasmine hydrolyse ensuite le substrat chromogénique entrainant la
libération de 4-nitroaniline. La quantité de 4-nitroaniline libérée est directement
proportionnelle avec la quantité de monomeéres de fibrine a doser et est détectée par
spectrophotométrie a 405nm.
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Figure 8 : Réaction enzymatique du dosage quantitatif des monomeéres de fibrine par
la méthode COA-SET FM de Kabi Vitrum Diagnostica® d’aprés [33].

L’utilisation des anticorps monoclonaux a permis par la suite de gagner en sensibilité
et en spécificité. G. Soe et al. ont créé un anticorps monoclonal reconnaissant un
épitope qui est situé sur la chaine Aa, au niveau du domaine E du FM. Cet épitope
n‘est exposé qu’aprés clivage du FpA par la thrombine. L’inconvénient de cette
méthode est que cet anticorps ne reconnait pas I'épitope du FM monomoléculaire.
Un changement de conformation de cet épitope via la liaison du FM au fibrinogéne
ou un de ses dérivés semble nécessaire pour que l'anticorps le reconnaisse [34].
Cette méthode dose donc les complexes solubles, mais pas les FM qui circulent

seuls.

La méthode STA® LIA-TEST FM® utilisée dans ces travaux est également une
meéthode utilisant un anticorps monoclonal, mais posséde I'avantage d’étre rapide et

automatisée.

3.1.2.2. Méthode STA® LIA-TEST® FM :

La méthode de dosage des FM proposée par Stago® est une méthode immuno-

turbidimétrique automatisée.

Le plasma a doser est mis en contact avec des microparticules de latex sensibilisées
avec un anticorps monoclonal dirigé contre les FM (anticorps F405). La fixation des
FM par les anticorps provoque I'agrégation des microparticules de latex entre elles,
ce qui va augmenter la turbidimétrie du milieu. Cette variation est détectée par
spectrophotométrie, et sera proportionnelle a la quantité de FM présente dans le

plasma a doser.
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L’anticorps monoclonal utilisé est dirigé contre le domaine E du monomeére de fibrine.

L’épitope correspond a la région N-terminale de la chaine Aa, accessible a

I'anticorps uniquement apreés libération des FpA par la thrombine (région située sur le

knob ‘A’) [35]. Le fibrinogéne possédant 2 fibrinopeptides A, il existe donc 2 sites de

liaisons de I'anticorps sur une molécule de FM.

Hamano et al. montrent qu’il n'existe pas de réaction croisée avec le domaine D, les

D-diméres ou le fibrinogéne et ses produits de dégradation (figure 9). L’anticorps

reconnait uniquement le monomére de fibrine, le fragment X de la fibrine (qui ne

differe du FM que par I'absence des régions aC), le fragment Y de la fibrine, et le

fragment E de la fibrine, cf Figure 5.

A 1 2 34 56 7 8 9101
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n
48
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: Fibrinogéne
: Fragment X du fibrinogéne
: Fragment Y du fibrinogéne
: Fragment D du fibrinogéne
: Fragment E du fibrinogéne
: Monomére de fibrine
: Fragment X de la fibrine
: Fragment Y de la fibrine

: Fragment D de la fibrine
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11 : D-dimére
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Figure 9 : spécificité de I'anticorps monoclonal F405 d’aprés [35]. A : migration des

différentes formes de fibrinogéne et de fibrine (molécules de 1 a 11). B : migration

des espéces reconnues par I'anticorps F405.

La spécificité de l'anticorps réside dans le fait que I'épitope est masqué par les

liaisons hydrogénes entre le domaine D et E (interactions knob-to-hole). En effet, il
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est montré que I'anticorps n’a pas de réactivité avec le fragment DD/E (voir figure 5)
[28]. Ceci implique que pour qu’un fragment soit reconnu par I'anticorps, il faut que le
domaine E soit débarrassé des fibrinopeptide A, mais que les épitopes ne soient pas

masques par liaison aux domaines D.

La complexité ne s’arréte pas la. La description précise de la totalité des espéces
moléculaires reconnues par I'anticorps n’est pas clairement définie dans la littérature.
Hamano et al. montrent que I'anticorps est capable de réagir avec les monomeres de
fibrine au sein des complexes solubles (FM liés a une molécule de fibrinogene ou de
PDF). Or la liaison entre un FM et le fibrinogéne passe par l'interaction knob-to-hole
entre le domaine D du fibrinogéne et le domaine E du FM, qui masque I'épitope de
I'anticorps F405. Comme l'anticorps possede 2 domaines de fixation par monomeére
de fibrine, '’hypothése que I'on peut émettre est donc que les complexes solubles
reconnus par la méthode STA® Liatest® FM correspondent a une molécule de FM
liée a une molécule de fibrinogéne ou a un PDF, tout en gardant un site de liaison

pour I'anticorps.

3.1.3. Intéréts du dosage des monomeéres de fibrine

Les monomeéres de fibrine sont le témoin d’une activation de la coagulation, et au
sein de I'organisme, refletent I'action de la thrombine sur le fibrinogéne. Si son intérét
dans le diagnostic de certains états pathologiques comme la CIVD est reconnu,
I'utilité de ce paramétre biologique reste a démontrer dans de nombreux autres

domaines.
3.1.3.1. CIVD
» Définition
La coagulation intravasculaire disséminée ou CIVD, est un syndrome acquis,
toujours secondaire a une situation pathologique, caractérisé par une activation

excessive et non contrélée de la coagulation. La thrombine générée par ce
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phénomeéne est a l'origine de thromboses, majoritairement dans la microcirculation,
qui peuvent entrainer un dysfonctionnement d’organe pouvant mener a une

défaillance multiviscérale.

Parallélement au phénoméne de thrombose, la consommation de facteurs de la
coagulation et de plaquettes lors du phénomeéne de CIVD engendre des

complications hémorragiques[36].

Les situations pathologiques pouvant entrainer une CIVD sont multiples et trés
hétérogénes ; le sepsis, et le trauma grave restant les 2 situations les plus associées

a ce syndrome (tableau 1).

Cause de CIVD Exemples de situations pathologiques pouvant étre a I'origine de
CivD

Infections Bactériennes : gram positif = gram négatif, leptospirose,
rickettsioses...
Virales : CMV, HIV, Hépatites, dengue
Fongiques : Aspergillose pulmonaire invasive
Parasitaires : paludisme

Cancers Tumeurs solides, adénocarcinome de la prostate, LAM3.

Origines obstétricales Rétention feetale intra-utérine, pré-éclampsie, hématome
rétroplacentaire,

Origines toxiques et Morsure de vipere,
immunologiques Incompatibilité ABO, GVH...

Origines inflammatoires Traumatisme sévere, brulures sévéres, hypothermie sévere,
pancréatites aigues

Origines vasculaires Anévrysme aortique, hémangiomes...

Pathologies hépatiques  Cholestase gravidique, hépatites fulminantes

Tableau 1 : situations pathologiques susceptibles d’entrainer une CIVD d’apres [37].

» Physiopathologie de la CIVD

Les situations pathologiques mentionnées précédemment sont généralement
accompagnées d’'un syndrome de réponse inflammatoire systémique, avec libération
de nombreux médiateurs de l'inflammation, qui peuvent avoir pour conséquence de

déclencher une CIVD. L’inflammation et la coagulation sont 2 entités intriquées qui,
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grace a des interactions complexes, peuvent avoir un impact 'une sur l'autre [38].
Les mécanismes a l'origine de la survenue de la CIVD sont de mieux en mieux
connus, et le réle de l'inflammation et de ses médiateurs de plus en plus précisément
décrit. Plusieurs phénomeénes sont impliqués de fagon simultanée : activation de la
coagulation et génération de thrombine par la voie du facteur tissulaire, dépassement
des systémes inhibiteurs, et dysfonctionnement de la fibrinolyse.

Activation de la coagulation

Tout d’abord, une activation systémique de la coagulation est mise en jeu. Elle
conduit a la génération d’un excés de thrombine par la voie du facteur tissulaire. Le
facteur tissulaire n’est physiologiquement pas en contact avec la circulation
sanguine. Lors de situations pathologiques, le facteur tissulaire est libéré, ou exposé
a la circulation sanguine et initie le processus de coagulation.
Si linflammation, et les médiateurs libérés lors d'une réponse inflammatoire
systémique, sont considérés comme les principaux facteurs permettant
'augmentation de I'expression et de I'exposition du facteur tissulaire, son origine est
multiple [39] :

e Produit par les cellules endothéliales et les cellules mononuclées en réponse

aux stimuli inflammatoires
e Exposé apres une Iésion vasculaire
e Libéré lors de la nécrose cellulaire

e Exprimé a la surface de cellules tumorales

Dysfonctionnement des systémes inhibiteurs

La CIVD est marquée par un dysfonctionnement et un dépassement des systémes
inhibiteurs de la coagulation mis en jeu pour limiter la formation de thrombine. Ces 3
systémes, I'antithrombine, le systeme PC-PS, et le tissue factor pathway inhibitor
(TFPI), sont rapidement dépassés et ne suffisent généralement pas a freiner
I'hypercoagulabilité. L'excés de thrombine non inhibée est alors capable d’amplifier
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sa propre génération, et ainsi de provoquer un véritable embrasement du secteur

intravasculaire.

Défaillance de la fibrinolyse

L’activation importante de la coagulation entraine une défaillance de la fibrinolyse
expliquée par une augmentation du taux de PAI-1. Cet inhibiteur du t-PA est secrété
par les cellules endothéliales et les plaquettes activées, empéchant I'activation du
plasminogéne en plasmine. Il en découle une aggravation du phénoméne pro-

thrombotique pouvant aboutir a la défaillance multiviscérale observée dans la CIVD.

Enfin, la résultante de tous ces phénoménes reste une consommation excessive des
facteurs de la coagulation, et des plaquettes, qui associée a la fibrinolyse secondaire

réactionnelle, provoquent le risque hémorragique décrit lors des CIVD.

Autres processus a l'origine de I’apparition et de I’aggravation des troubles de

la coagulation lors d’une CIVD

La survenue d’'une CIVD ne se résume pas a cette conception de base. Selon
l'intensité de la situation pathologique de départ et le niveau d’inflammation résultant,

de nombreux autres processus sont mis en jeu :

Les cytokines précoces de I'inflammation auraient un réle important dans I'activation
de la coagulation et I'apparition de la CIVD. Ainsi, 'administration d’IL-6 chez des
patients d’oncologie a entrainé une élévation de la génération de thrombine [40], et
de fagon contraire, 'administration d’anticorps anti-IL-6 chez des chimpanzés a
permis une atténuation de l'activation de la coagulation [41]. Le TNF et I'lL-1,
possédent des propriétés procoagulantes in vitro, mais leur effet in vivo reste a

démontrer.

D’autres observations ont permis de mettre en évidence le réle pro-coagulant des
acides nucléiques libres provenant de la nécrose cellulaire, ou de la dégradation des
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cellules endommagées. Kannemaier et al. ont ainsi montré que 'ARN libre augmente
l'auto-activation des protéases de la voie intrinseque de la coagulation, notamment
les facteurs Xl et XII [42].

Plus récemment, le rle des polynucléaires neutrophiles, et plus particulierement des
NETs (neutrophil extracellular traps) dans la coagulation a été mis en évidence. Les
NETs sont un réseau fibrillaire extracellulaire constitué principalement de débris de
polynucléaires neutrophiles activés, d'histones et d’ADN. Ces formations ont pour
principal but de piéger et de détruire les micro-organismes, mais pourraient avoir un
réle dans le déclenchement de la CIVD lors du sepsis. Plusieurs études ont montré
le réle procoagulant des NETS, via plusieurs mécanismes, incluant I'activation du
facteur XIllI [43], et I'inhibition du TFPI [44]. De plus, ces NETs pourraient servir de
support pour I'activation et 'agrégation plaquettaire [45].

L’apparition et I'évolution de la CIVD sont donc des phénoménes trés complexes a
appréhender, tant le nombre d’effecteurs impliqués est important. Les dernieres
représentations insistent sur les interactions entre coagulation et inflammation qui,
agissant l'une sur l'autre permettent de créer une boucle d’amplification pro-
coagulante. Ainsi, certains effecteurs et protéases de la coagulation sont capables
de se lier a des récepteurs transmembranaires telles que les toll-like receptors (TLR),
et les protease-activated receptors (PARs) qui sont présents sur les cellules de
linflammation. Quatre récepteurs PARs ont été identifies comme récepteurs des
meédiateurs de l'inflammation : les PAR1, PAR3, et PAR4 sont récepteurs de la
thrombine, et le PAR2 est activé par le facteur Xa et le complexe FT-FVIla. Le TLR4,
quant a lui est récepteur de la fibrine. L’activation des voies de signalisation médiées
par ces récepteurs permet 'amplification de la réponse inflammatoire et de la
sécrétion de médiateurs de [linflammation, aboutissant a la majoration des

perturbations de la coagulation et de la fibrinolyse (figure 10) [38].
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Figure 10 : interactions entre inflammation et coagulation lors de la CIVD d’apres
[38].

> Place des FM dans le diagnostic de la CIVD

Le taux de mortalité lié a la CIVD est important, et nécessite donc un diagnostic qui
doit étre le plus précoce possible. Ce diagnostic est a la fois clinique et biologique, et
sa complexité réside dans le fait qu'aucun parametre biologique simple permet
d’affirmer ou d’exclure le diagnostic de CIVD [39].

Cependant, plusieurs sociétés savantes ont proposé des recommandations pour
faciliter le diagnostic de CIVD. L'ISTH est a 'origine d’'une harmonisation récente de
ces recommandations [46] :

e L'utilisation d’'un systéme de score est conseillée, le score refléte 'état, et

I'évolution clinique des patients.

41



Il est important de répéter les tests selon les résultats du laboratoire et
I'évolution clinique du patient, notamment pour le diagnostic de CIVD dite
latente ou compensée.

L’association du dosage de paramétres biologiques non spécifiques est
conseillée, avec a minima : TP, numération plaquettaire, fibrinogéne, et un

marqueur de la formation/dégradation de la fibrine.

Les scores proposés par le comité scientifique de standardisation de I'lSTH depuis

2001 sont présentés en figure 11 et 12.

situation pathologique connue comme étant associée a la CIVD ?

Fibrinogéne, marqueur de la fibrine.

1- Evaluation du risque : la clinique du patient correspond-elle a une

e Sioui: utiliser I'algorithme,
e Sinon : ne pas utiliser I'algorithme.

2- Prescrire les tests de la coagulation suivants : TP, numération plaquettaire,

3- Etablir le score :

e Plaquettes (G/L):>100=0;<100=1; <50 = 2.

e Elévation des marqueurs de fibrine : absence = 0 ; élévation modérée = 2 ;
forte élévation = 3.

e Taux de prothrombine allongé : <3s=0;entre 3set6s=1;>6s = 2.

e Fibrinogéne:>1g/L=0;<1g/L =1.

4- Calculer le score :

e 2>5:compatible avec une CIVD décompensée : répéter le score
quotidiennement.

e < 5:possible CIVD compensée ou latente : répéter le score en fonction des
parametres biologiques et de I'état clinique du patient.

Figure 11 : Score ISTH pour le diagnostic de CIVD décompensée (overt-DIC) d’aprées

[47].
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1- Evaluation du risque : la clinique du patient correspond-elle a une situation
pathologique connue comme étant associée a la CIVD ?

e Sioui: utiliser I'algorithme,

e Sinon : ne pas utiliser I'algorithme

2- Critéres majeurs :
Numeération plaquettaire

e Tauxdedépart:>100G/L=0;<100G/L=1

e Evolution : Augmentation = -1 ; Stable = 0 ; Diminution =1
Taux de prothrombine

e Taux de départ : < 3 secondes =0 ; > 3 secondes = 1

e Evolution : Augmentation = -1 ; Stable = 0 ; Diminution =1
Marqueurs liés a la fibrine :

e Taux de départ : Normaux = 0 ; Augmentés = 1

e Evolution : Augmentation = -1 ; Stable = 0 ; Diminution =1

3- Critéres spécifiques :

e Antithrombine : Normal = -1 ; Anormale = 1
e Protéine C : Normal =-1 ; Anormale = 1

e Autre : Normal = -1 ; Anormal = 1

4- Calculer le score
e 25 :compatible avec une CIVD compensée.
e <5:non en faveurd'une CIVD compensée.

Figure 12 : Score ISTH pour le diagnostic de CIVD compensée (non-overt DIC)
d’apres [43].

Les marqueurs de dégradation de la fibrine dans le diagnostic de CIVD ont toute leur
place. En effet ils refletent 'ampleur des phénoménes de coagulation survenus chez
le patient. Les marqueurs les plus utilisés sont les D-Diméres. lls sont simples
d’utilisation, leur dosage est robuste et rapide, et ils ont fait 'objet de hombreuses

études.

Il faut néanmoins noter que les seuils permettant de définir I'« élévation modérée »,
et la « forte élévation » des marqueurs de fibrine ne sont pas explicites dans le score
ISTH de CIVD décompensée. L'utilisation de ces scores nécessite donc au préalable

la définition des seuils, qui varie selon les publications.

Les FM, qui sont le reflet de I'action de la thrombine, et donc de la formation active
de fibrine, peuvent sembler intéressants dans le diagnostic de CIVD. Les données de
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la littérature mettent en évidence plusieurs avantages a l'utilisation préférentielle des

FM dans ce contexte :

L’augmentation de la concentration en FM serait plus spécifique d'un
processus de coagulation actif, les D-dimeres et PDF pouvant rester élevés
apres arrét du processus de formation de fibrine.

La spécificité des FM pour la CIVD tiendrait également au fait qu’ils reflétent
majoritairement la formation de fibrine intravasculaire, leur concentration
n’étant pas affectée par la formation de fibrine dans le secteur extra-vasculaire
(inflammation, chirurgie, cancers...) [48].

Le dosage des FM et son utilisation dans le score ISTH, permet de
diagnostiquer plus de patients en CIVD décompensée [49][50], mais cette
sensibilité accrue dépend des seuils utilisés.

L’utilisation de ce parameétre pourrait permettre de mieux cibler les populations
a haut risque de mortalité. Mathonnet et al. ont montré qu’une concentration
inférieure a 100 pg/mL de FM serait associée a un pronostic vital plus
favorable [51].

3.1.3.2. Evénements thrombotiques.

Actuellement, le diagnostic biologique d’exclusion de thrombose repose sur les D-

diméres, dont un taux inférieur a 500 ng/mL permet de conclure a I'absence de

thrombose. Cependant, ce parameéetre n'est pas spécifique de la thrombose, et la

concentration en D-diméres est augmentée dans de nombreuses situations

(grossesse, maladies inflammatoires, personnes agées, infections, brulures...) [52].

L’avantage des FM dans ce contexte réside dans le fait que 'augmentation de leur

concentration reflete le processus de formation d’'un caillot, et non le processus de

dégradation du caillot (PDF et D-diméres). Selon Wada et al. le pic de concentration

de FM serait concomitant de linstallation de la thrombose, alors que le pic de

concentration des PDF ou D-Diméres n’apparaitrait que secondairement (figure 13)

[53].
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Cependant ce schéma est contradictoire avec I'utilisation largement validée des D-
dimeéres dans I'exclusion de thrombose qui ne nécessite pas de respecter un délai
minimum entre les signes cliniques faisant suspecter la présence du thrombus et son

exclusion en fonctions des taux de D-diméres.

Selon Wada, le dosage des FM pourrait contribuer a déceler les états pré-

thrombotiques.
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Figure 13 : élévation des marqueurs liés a la fibrine apres apparition d’un événement

thrombotique d’apres [563].

De plus, contrairement aux D-dimeres, il a été montré que le taux de FM ne varie pas
au cours de la grossesse normale [54], et n"augmente pas avec I'age [25]. Il pourrait
donc étre intéressant de suivre I'évolution de ce marqueur chez ces populations a

risque, afin de mieux évaluer les états pro-thrombotiques.
Le taux de FM augmente dans de nombreuses autres situations, tels que les cancers

solides, la cirrhose... Mais leur intérét dans ces situations, ainsi que la définition des

seuils décisionnels nécessitent de mener d’avantages d’études.
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3.2. Les D-dimeéeres

3.2.1. Définition

Les D-diméres représentent un groupe hétérogéne de molécules résultant de la lyse
de la fibrine par la plasmine. Le terme D-dimere fait référence a la présence dans
ces molécules, du motif D-dimére, correspondant a 2 domaines D portés par deux
monomeres de fibrine adjacents, reliés entre eux par la liaison covalente due au
facteur XIII. Sur le plan biochimique, les D-diméres possedent une grande variabilité
de structure et de taille, selon les sites de clivage de la fibrine par la plasmine. Les D-
diméres sont le reflet de la lyse par la plasmine, de molécules de fibrine
polymérisées ayant subi I'action du facteur XIII.

3.2.2. Méthodes de dosage

Le dosage de D-dimeres est reéalisé, le plus souvent, par des méthodes
immunologiques, basées sur [utilisation d’anticorps monoclonaux reconnaissant
divers épitopes situés uniquement sur les diméeres de domaines D. La méthode de
référence est 'ELISA, mais les contraintes relatives a la technique font que d’autres
méthodes sont majoritairement utilisées aujourd’hui. De nombreux laboratoires
utilisent I'agglutination de microparticules de latex, sensibilisées avec I'anticorps
monoclonal dirigé contre les D-diméres. Cette méthode a I'avantage d’étre rapide et
automatisée mais sa reproductibilité dans la zone de décision est moins bonne que
celle de la méthode ELISA.

Le test « Vidas D-dimer » de Biomérieux®, disponible au laboratoire, utilise le
principe de I'enzyme linked fluorescent assay ou ELFA, proche de 'ELISA. C’est une
méthode immunoenzymatique automatisée de type sandwich en 2 étapes a une
détection finale en fluorescence. Dans un premier temps, I'’échantillon est mis en

contact avec des anticorps anti-D-diméres fixés sur un cone, puis un 2°™® anticorps
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anti-D-dimeres couplé a la phosphatase alcaline vient se fixer a I'antigene déja fixé
sur le cone formant ainsi un sandwich. Aprés plusieurs étapes de lavages, le substrat
est ajouté et hydrolysé par la phosphatase alcaline en un produit (4-méthyl-
ombelliferone) dont la fluorescence émise est mesurée a 450nm. La valeur du signal

de fluorescence est proportionnelle a la concentration en D-diméres de I'échantillon.

La spécificité de ces méthodes réside dans le fait que I'épitope reconnu est absent
de la molécule de fibrinogéne, et de la fibrine non stabilisée par le facteur XIII. Il
n’existe donc pas de réaction croisée avec le fibrinogéne, ou ses produits de
dégradation, faisant ainsi des D-diméres un marqueur de la formation et de

stabilisation de la fibrine.

3.2.3. Utilisation en clinique

L’utilisation du dosage des D-diméres est largement reconnu dans le diagnostic
d’exclusion de thrombose veineuse profonde (TVP) et d’embolie pulmonaire (EP)
[55]. La valeur prédictive négative de ces tests est trés élevée et permet d’exclure,
en dessous d'un certain seuil, la présence de ces pathologies. Les trousses
commerciales disponibles sont nombreuses et les méthodes de dosages
hétérogénes. Certains tests, comme les Vidas® de BioMérieux, sont trés
documentés et le cut-off validé (500 ng/mL). Il est donc primordial de choisir une
méthode de dosage des D-diméres ayant fait I'objet d’études cliniques approuveées
[52].

La valeur prédictive positive du dosage des D-dimeres dans le diagnostic de TVP ou
d’EP est mauvaise [56]. En effet, il existe de nombreux états physiologiques ou
pathologiques au cours desquels le taux de D-diméres augmente sans qu'il y ait de
thrombose (tableau 2). Méme si la valeur prédictive positive augmente avec la
concentration, un taux élevé de D-dimeres ne peut en aucun cas affirmer la présence

d’'une thrombose veineuse.
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Situations physiologiques et pathologiques associées a une élévation des D-
dimeéres

Femmes enceintes Hémolyses

Patients ageés Hémorragies

Patients hospitalisés Pathologies rénales ou hépatiques
Chirurgie récente Etats infectieux et inflammatoires
Période néonatale Dissection aortique

Traumatismes récents CIVD

Néoplasies Maladies inflammatoires de l'intestin
Cardiopathies ischémiques etc.

Tableau 2 : Situations physiologiques et pathologiques associées a une élévation
des D-dimeres, adapté de [52].

L’utilisation du dosage des D-diméres dans ces populations est donc réduite, et
nécessite éventuellement la détermination de nouveaux -cut-offs pour pouvoir

interpréter convenablement le taux de D-dimeéres.

Le dosage des D-dimeres est également largement utilisé dans le diagnostic de la
CIVD, et est inclus dans le score diagnostique de I'lSTH.

3.3. Les Produits de dégradation de la fibrine et du
fibrinogene (PDF).

3.3.1. Définition

Les PDF sont un ensemble hétérogéne de molécules, provenant de la dégradation
de la fibrine et du fibrinogéne par la plasmine.
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3.3.2. Méthodes de dosage

Les principaux tests quantitatifs pour la détermination du taux de PDF utilisent des
méthodes automatisées d’agglutination de particules de latex sensibilisées par un

anticorps monoclonal anti-PDF.

Jusqu’en 2015, le laboratoire utilisait une méthode semi-quantitative manuelle pour
le dosage des PDF. Il s’agissait du test « FDP Plasma » du laboratoire Stago®, dont
le principe repose sur l'utilisation de billes de latex recouvertes d'un anticorps
monoclonal dirigé contre les PDF. Une quantité précise de plasma est mélangée au
réactif et déposée sur une plaque rotative. L’'observation d’'une agglutination permet
de conclure a la présence de PDF. Pour rendre un résultat semi quantitatif, des
dilutions au demi successives du plasma a doser sont réalisées et le dernier
mélange ou I'on observe une agglutination correspond au taux de PDF rendu (ex : 5,
10, 20, 40 pg/mL).

Désormais, la méthode utilisée au laboratoire est le « FDP Hemosil » de Werfen®.
C’est une méthode quantitative automatisée qui utilise une suspension de particules
de latex de taille uniforme adsorbées avec un anticorps monoclonal hautement
spécifigue du fragment D compris dans les dérivés de fibrine/fibrinogene. En
présence de PDF, les particules de latex adsorbées s’agglutinent. L'importance de
I'agglutination est directement proportionnelle a la concentration en PDF déterminée
par diminution de la lumiére transmise a 671 nm. Cependant, il n'existe pas
d’interférence avec le fibrinogene plasmatique car I'épitope reconnu par I'anticorps
n’est accessible qu’apres protéolyse de la fibrine ou du fibrinogéne par la plasmine.

De méme que dans le cas des D-diméres, il est montré que la réactivité des
anticorps monoclonaux est différente selon le fournisseur du test. Madoiwa et al. ont
montré que certains anticorps reconnaissent mieux les PDF de petits poids
moléculaires [57], soulignant ainsi I'hétérogénéité des especes reconnues lors du

dosage des PDF.
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3.3.3. Utilisation en clinique

Les PDF sont utilisés en clinique pour le diagnostic et le suivi de la fibrinolyse, qu’elle
soit primitive (situation pathologique rare), ou secondaire. La principale utilisation des
PDF correspond au diagnostic et au suivi de la CIVD, et font partie du score de
'ISTH. Dans cette indication, les PDF refletent la fibrinolyse secondaire liee a
I'activation excessive de la coagulation. Leur gros avantage par rapport aux D-

diméres est de couvrir une plage dynamique dix a vingt fois plus élevée.

3.4. Données sur la cinétique d’apparition et la clairance

des marqueurs de fibrine

3.4.1. Apparition des marqueurs de fibrine

Peu d’études ont permis de décrire de fagon précise la cinétique d’apparition des
différents marqueurs de fibrine aprés un événement thrombotique. La figure 13
proposée par Wada et al. ne repose que sur des données théoriques, sans que la

précocité relative du pic de monomeres de fibrine ne soit démontré ex vivo.

L’apparition des monomeres de fibrine est trés précoce aprés activation de la
coagulation. In vitro, le taux de fibrinogéne décroit a mesure que le fibrinopeptide A
est relargué, et donc que les monomeéres de fibrine sont formés. Mais Brummel et al.
démontrent que I'apparition des ponts formés par le facteur Xlll activé entre 2
monomeres de fibrine adjacents est également concomitante a 'augmentation des
taux de FpA. Ceci implique que la thrombine agit sur le fibrinogéne et le facteur XIII
dés linitiation de la formation du caillot, et que le clivage du FpA, les liaisons
hydrogénes entre FM et la consolidation du réseau de fibrine par le facteur Xlli

activé, sont des phénomenes se déroulant simultanément [10].

La complexité de la fibrinoformation ne s’arréte pas la. En effet, Rand et al. ont
montré que le caillot initial renferme une importante quantité de fibrinogéne non clivé

par la thrombine. En effet, lorsque 80% du fibrinogéne libre est consommé et inclus
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dans le caillot, seul 35 a 45% des fibrinopeptides A sont relargués [58]. Le
fibrinopeptide B est relargué secondairement a la formation du caillot initial, puisque
'augmentation du taux fibrinopeptide B apparait lorsque 95% du fibrinogéne a été
consommeé [10]. Cette chronologie confirme que l'action de la thrombine sur le
fibrinogéne, et la formation du caillot de fibrine ne sont pas deux phénoménes
distincts et séquentiels.

Le caillot de fibrine commence a se former des les premiéres traces de FM formées.
Une grande quantité de fibrinogeéne est incorporé au caillot initial, au sein duquel la
thrombine continue de cliver les fibrinopeptides A, puis B.

Si I'on considére que le processus de fibrinolyse démarre dés les premiéres traces
de fibrine (sur laquelle vient se fixer et s’activer le plasminogéne en plasmine), on
peut alors émettre I'hypothése que I'apparition des D-Diméres et des PDF est tres

précoce apres le début de formation du caillot.

3.4.2. Clairance des marqueurs de fibrine

Peu d’études récentes s’intéressent a la clairance des monoméres de fibrine et des

produits de dégradation de la fibrine.

En se basant sur I'étude et la comparaison de la demi-vie de différentes formes de
monomeres de fibrine, plusieurs études ont montré que la clairance du monomere de
fibrine dont seul le FpA est clivé (FpB non clivé, appelé alpha-fibrine) est la plus
rapide [59]. Sa demi vie est de I'ordre de 1 a 2,6 heures selon les études [60][61][62],
alors qu’elle est d’environ 10h pour le monomeére de fibrine sans FpA et sans FpB
[61], et atteint 39 a 62 heures pour le fibrinogéne[60][63]. Ceci serait dU au fait que
I'alpha-fibrine est plus facilement dissociable des complexes qu’elle forme avec le

fibrinogéne dans le sang[59].

Les D-diméres ont une demi-vie proche a celle des FM, de l'ordre de 8h [64][65],
mais en post-chirurgie, la résorption des hématomes peut-étre longue, ce qui
explique que le retour a la normale des concentrations en D-diméres puisse
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demander plusieurs semaines[66]. Le mécanisme principal expliquant la clairance
des monoméres de fibrine est le passage dans le secteur extravasculaire[60][62].
D’autres mécanismes y participent tels que la phagocytose des complexes solubles
par le systéme réticulo-endothélial [67], ou leur internalisation par les plaquettes [68],
et les cellules monocytoides [69]. Lio et al. ont également montré que le rein
posséde un rOle dans le catabolisme de certains produits de dégradation du

fibrinogene et de la fibrine [70].

L’analyse de ces données peut donc étayer le fait que le suivi des monomeéres de
fibrine aprés un événement thrombotique peut étre utile, car la décroissance de son
taux pourrait signifier l'arrét de génération de thrombine et d’'un processus
thrombotique.

4.La coagulopathie associée au traumatisme

4.1. Geénéralites

La coagulopathie associée au traumatisme (ou TIC pour « trauma-induced
coagulopathy ») est fréquente, complexe, et associée a une mortalité élevee.
L’hémorragie massive chez le patient polytraumatisé constitue, avec le traumatisme
cranien, la premiére cause de mortalité [71], et la présence d’au moins une anomalie
du bilan de coagulation a I'admission (TP, TCA, thrombopénie...) est associée a un
taux de mortalité plus élevé [72], mais également a une durée de séjour plus
importante et a une plus grande incidence de syndrome de défaillance multiviscérale
[73].

Il nexiste pas de consensus sur la définition de la TIC. Elle varie en fonction des
études et des pays mais repose généralement sur la perturbation d’'un ou plusieurs
tests de coagulation de routine associé a un phénotype hémorragique [72][73][74].

La coagulopathie liee au traumatisme s’inscrit dans ce qu’on appelle la « triade
létale » aux cotés de I'hypothermie et de l'acidose. Il est prioritaire de lutter contre
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ces éléments chez le patient polytraumatisé, et la coagulopathie semble étre le
phénomeéne le plus complexe a appréhender, tant sur le plan diagnostique, que

thérapeutique.

4.2.  Physiopathologie

La coagulopathie liée au traumatisme est multifactorielle, et I'importance relative de
chacun des facteurs est débattue. Dans Ila littérature, 2 conceptions

physiopathologiques s’opposent.

Pour Frith et al. les deux facteurs les plus importants dans le développement de la
TIC, sont les dommages tissulaires, et I'hypoperfusion. Ces deux phénoménes
entraineraient une activation de la voie de la protéine C, provoquant une
anticoagulation systémique, et une hyperfibrinolyse. Ce schéma fait de la TIC une
entité nouvelle de trouble de la coagulation. Selon ces auteurs, l'acidose, et
I'hypothermie aggravent la coagulopathie secondairement [74].

Pour Gando et al. la TIC ne constitue pas une nouvelle entité, mais correspond a une
CIVD avec phénotype fibrinolytique. Pour ces auteurs, les lésions tissulaires
entraineraient une libération importante de facteur tissulaire, provoquant une

génération massive de thrombine, a l'origine de la coagulopathie [75].

La physiopathologie précise de la TIC est complexe a établir, notamment I'impact de
la CIVD et de la fibrinolyse dans la coagulopathie.

Considérer la TIC comme une CIVD a phénotype fibrinolytique est discutable. En
effet, une étude de prélevements faits 1h aprés un traumatisme a pu montrer
qu’aucun patient ne présentait de CIVD (d’apres les critéeres ISTH), alors que 15%
des patients avaient une coagulopathie associée au traumatisme (définie par un
temps de coagulation allongé). Ceci implique que la CIVD ne semble pas faire partie
de la réponse précoce au traumatisme, mais pourrait apparaitre en second lieu,

déclenchée par les lésions tissulaires prolongées, le dysfonctionnement endothélial,
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le dépassement des systémes inhibiteurs, et [linflammation intense liée au

traumatisme [76].

D’un autre coété, la proportion de patients présentant une hyperfibrinolyse liée au
traumatisme n’est pas constante, et varie selon les publications (tableau 3) [77] :

incidence
population o mortalité
d'hyperfibrinolyse
Levrat 87 6% 100%
Caroll 161 2,50% 67%
Tauber 334 6,80% 85,70%

Tableau 3 : Incidence d’hyperfibrinolyse et mortalité associée chez des patients
polytraumatisés selon 3 études [78][79][80].

Ces études montrent qu’il existe une corrélation étroite entre le taux de mortalité, et
la présence de I'hyperfibrinolyse. Mais I'hyperfibrinolyse liée au traumatisme est
d’interprétation difficile. Tout d’abord, les critéres définissant I'hyperfibrinolyse sont
différents. Pour Levrat et al. 'hyperfibrinolyse est définie par un temps de lyse des
euglobulines < 90 minutes, alors que pour Caroll et al. le critére retenu est une lyse
du caillot a 60 minutes (LY60) > 15% en thromboélastométrie. Les critéres ne sont

pas définis dans I'étude de Tauber et al.

De plus, l'origine de I'hyperfibrinolyse est multiple. Il existe une fibrinolyse primaire
en lien avec la libération de t-PA par les cellules endothéliales et des tissus
endommagés. L’hyperfibrinolyse peut également étre secondaire a I'activation de la
protéine C (qui provoque une augmentation indirecte du t-Pa via la neutralisation du
PAI-1), et secondaire a I'activation excessive de la coagulation [81].

D’autre part, I'étude CRASH-2, a montré que I'administration d’antifibrinolytiques de
maniére précoce lors d’'un traumatisme apportait un bénéfice en terme de survie
globale, ce qui peut amener a penser que I'hyperfibrinolyse, a un degré plus modére,

est probablement plus fréquente que précédemment expose [82].
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La physiopathologie de la coagulopathie du traumatisme et celle de la CIVD a
phénotype fibrinolytique posseédent donc des caractéristiques communes,
aboutissant au versant hémorragique du déséquilibre de la coagulation. Gando et al
se sont proposés d’éclaircir la physiopathologie de ces changements hémostatiques
post-traumatiques, et de préciser les spécificités de chacune de ces entités. Ainsi
d'apres leur étude, la principale différence physiopathologique réside dans

I'activation de la voie de la protéine C par le complexe thrombine-thrombomoduline.

En effet, l'activation de la voie de la protéine C est seulement identifiée dans la
coagulopathie du traumatisme. Elle est due a la liaison de la thrombine a la
thrombomoduline endothéliale et soluble, et conduit a I'inactivation des facteurs Va et
Vllla, freinant ainsi la formation de fibrine. En paralléle, la protéine C activée
neutralise le PAI-1, inhibiteur de I'activateur du plasminogéne, aboutissant a une
stimulation de la fibrinolyse. La résultante de ces phénoménes étant le risque de
saignement d0 au dysfonctionnement de la coagulation et a I'augmentation de la
fibrinolyse. Ces mécanismes ne sont pas retrouvés dans la CIVD a phénotype
fibrinolytique. L'absence d’hyperactivation de la protéine C chez ces derniers peut
étre expliquée par une diminution de la thrombomoduline endothéliale [81].

Indépendamment de ces théories, d’autres facteurs sont impliqués dans I'apparition
ou I'aggravation de la coagulopathie :

e L’hypothermie, qui fait partie de la triade létale, et qui est multifactorielle. Elle
résulte de la diminution de la thermogénese et de 'administration de solutés
froids. L’hypothermie (surtout < 34°C) provoque une diminution des fonctions
plaquettaires ainsi qu’un ralentissement de l'activité enzymatique des facteurs
de la coagulation, ce qui entraine la formation plus lente d’'un caillot fragilisé
ne pouvant diminuer les saignements [83]. De plus, I'’hypothermie entraine
une diminution de synthése du fibrinogéne [84].

e L’acidose provient de I'hypoxie tissulaire et de la production d’acide lactique
suite a un traumatisme. Il est démontré que I'acidose entraine I'accélération
de la dégradation du fibrinogéne, mais n’en modifie pas la synthése. L’acidose
et I'hypothermie ont donc une action complémentaire sur la diminution du taux
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de fibrinogéne et donc sur I'apparition et I'aggravation de la coagulopathie
[85]. Dirkmann et al. en utilisant une méthode thromboélastographique
d’évaluation de la coagulation, ont montré que l'acidose seule n'a pas
d'impact significatif sur la coagulation. Néanmoins, lorsqu’associée a
'hypothermie, l'acidose amplifie de fagon synergique les troubles de la

coagulation [86].

L’hémodilution provoquée par la transfusion de solutés dépourvus de facteurs
de la coagulation (colloides, cristalloides), est également impliquée dans
'apparition de la coagulopathie. Les facteurs de la coagulation, et les
plaquettes se trouvent dilués, et en quantité insuffisante pour maintenir

’'hnémostase normale.

L’hypocalcémie, majoritairement provoquée par I'administration de solutés de
remplissage et de produits sanguins, est frecquemment observée chez les
patients polytraumatisés. Les solutés et produits sanguins provoquent une
hémodilution, et contiennent également du citrate qui complexe le calcium
[87]. Le calcium est le cofacteur des protéases de la coagulation. Vivien et al.
ont montré qu’outre ses effets sur le systéme cardiovasculaire (vasodilatation,
baisse de la contractilité cardiaque...), la diminution du taux de calcium chez
ces patients est associée a une augmentation significative des troubles de la

coagulation [88].

Salomon et al. décrivent également I'apparition d’'un dysfonctionnement
plaquettaire dans la coagulopathie du traumatisme. En étudiant les fonctions
plaquettaires par MEA (multiple electrode aggregometry) chez 163 patients
polytraumatisés, ils ont pu mettre en évidence une diminution des fonctions
plaquettaires. De plus cette diminution serait étroitement liée a une
augmentation de la mortalité chez ces patients [89]. Ce phénoméne peut étre
expliqué par I'association de plusieurs facteurs : I'exposition de collagéne et
de facteur tissulaire par les cellules endothéliales, la génération de thrombine
et de plasmine, et la libération d’ADN, d’histones, et d’ADP par les cellules

endommagées [90].
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e De nombreux autres facteurs sont impliqués dans le développement ou
'aggravation de la coagulopathie lors d'un traumatisme tels que
'augmentation de la production de molécules anticoagulantes par les cellules
endothéliales (type héparanes sulfate, chrondroitines sulfate), I'oxydation de

molécules de la coagulation [91], ou bien encore I'augmentation du FXla [90].

4.3. Diagnostic de la coagulopathie associée au

traumatisme

Le diagnostic précoce et I'évaluation de la gravité de la coagulopathie chez un
patient polytraumatisé permet l'instauration d’'une thérapeutique adaptée pour réduire
les complications liées au choc hémorragique. Si elle est aisément suspectée lors de
saignements massifs, la coagulopathie est moins évidente chez des patients
semblant stables sur le plan hémodynamique, qui peuvent néanmoins présenter

d’'importants troubles de la coagulation.

La clinique de la TIC reste un élément primordial (hémorragie importante,
tachycardie, hypotension artérielle...), mais son diagnostic nécessite la réalisation

d’examens biologiques complémentaires.

4.3.1. Tests standards de coagulation

Les tests de coagulation de routine (TP, TCA, facteurs de la coagulation, fibrinogéne,
numeération plaquettaire) effectués au laboratoire de biologie médicale sont tres
utiles, et refletent précisément I'état de coagulation du patient. Néanmoins, la
réalisation de ces tests présente de nombreuses limites. Le principal inconvénient
étant le délai d’'obtention des résultats (en moyenne 78 minutes selon une étude de
Davenport et al), délai au cours duquel I'état physiologique du patient évolue,
rendant les résultats de coagulation rapidement ininterprétables [92]. Ensuite, ces
tests sont réalisés sur plasma, et nécessitent donc une centrifugation du sang, les

interactions entre facteurs de la coagulation et éléments figurés du sang sont par
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conséquent négligées. De plus, la coagulation de routine s’effectue sur des tubes
citratés, et donc sur du plasma recalcifi¢ au moment du test ; ce qui ne reflete pas

I'état physiologique d’un patient susceptible de présenter une hypocalcémie [93].

La pertinence de la biologie de routine dans le diagnostic et le suivi de la
coagulopathie du traumatisme est relative, vu les délais de rendu et I'incomplétude
des paramétres. Les techniques de biologie déportée ou délocalisée sur sang total
se développent depuis une dizaine d’années, et permettent d’obtenir de nombreux

paramétres biologiques, et de monitorer 'hémostase en continu.

4.3.2. Biologie délocalisée

La maijorité des tests de biologie délocalisée pour le suivi de la coagulation au lit du
malade détermine le TP/INR. David et al. ont montré que l'utilisation du test INRatio®
permet de gagner 60 minutes pour I'obtention du résultat du TP, permettant ainsi la
détection précoce de la coagulopathie et 'administration de plasma frais congelé
[94].

Plusieurs études ont montré que la corrélation entre I'INR par biologie délocalisée et
'INR par biologie standard est satisfaisante (R?* > 0,93) [94][95]. Cependant, cette
corrélation est variable, et dépendante de la technique utilisée. Il est notamment
démontré qu’en cas d’anémie (<10 g/dL), ou de taux de fibrinogene bas (<1,5 g/L), la
précision du test par biologie délocalisée diminue [96]. L'impact de ces variations de
mesure sur la prise en charge thérapeutique de ces patients reste a démontrer.

4.3.3. Thromboélastométrie, thromboélastographie

Des méthodes d’exploration de la coagulation globale sur sang total sont utilisées
dans le suivi des patients polytraumatisés. |l s’agit de la thromboélastométrie
(connue sous le nom de ROTEM ® pour rotational thrombelastometry) et la

thromboélastographie (TEG®). Ces 2 méthodes sont basées sur le changement de
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propriétés visco-élastométriques du sang total durant la formation du caillot. La
principale différence entre ces 2 tests étant I'utilisation de cupules fixes pour le
ROTEM® et de cupules rotatives pour le TEG® [97].

L’utilisation de ces tests permet de rendre compte de la dynamique de formation du
caillot, de consolidation, ainsi que de dissolution. L’avantage réside également dans
le fait que ces techniques prennent en compte les interactions entre les facteurs de
la coagulation et de la fibrinolyse avec les globules rouges et les plaquettes, ce qui
n’est pas le cas des analyses traditionnelles sur plasma.

Les résultats sont exploités sous forme d’'une courbe qui représente la formation du
caillot (en millimetres) en fonction du temps (en minutes), de laquelle sont
déterminés plusieurs paramétres (figure 14). Ces différents paramétres possédent
des dénominations différentes selon les 2 techniques, mais leur interprétation est

comparable (tableau 4).

B o

&0 ; /

20

20

&0

10 bl i 4 S0 min
Figure 14 : Trace de thromboélastométrie sur sang total, avec les dénominations des

principaux parametres rendus par le ROTEM® (partie supérieure), et le TEG® (partie

inférieure).
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Variable

Définition

Dénomination
ROTEM®

Dénomination
TEG®

Temps de formation

du caillot

Temps entre le dépdt de
sang dans la cupule et le

début de la formation du

CT = clotting time

R = reaction time

caillot
Vitesse de formation | Temps nécessaire pour | CFT = clot | K = kinetcis
du caillot que le caillot atteigne | formation time
une fermeté de 20mm
Angle de formation | ROTEM® = tangente ala | o o
du caillot courbe au CT.
TEG® = droite entre le
point R et K.
Fermeté / Fermeté | Fermeté maximale du | MCF = maximal clot | MA = maximal
maximale du caillot caillot, ou fermeté a un | firmness, amplitude
temps défini A5, A10 = fermeté
a 5 minutes, 10
minutes.
Lyse du caillot Lyse maximale du caillot, | ML = maximal lysis. | CL = clot lysis.
ou lyse a un temps défini | LY30, LY60 = Lyse | CL30, CL60Nn =
aprés le MCF ou MA. du caillot a 30 |Lyse du caillot a
minutes, 60 | 30 minutes, 60

minutes apres le
MCEF.

minutes aprés le
MA.

Tableau 4 : Liste et comparaison des principales variables des courbes ROTEM® et
TEG® d’apres [77].
le suivi

Ces techniques connaissent un essor dans biologique du patient

polytraumatisé et permettent d’aider le médecin a instaurer un traitement

hémostatique adapté, et personnalisé [98].

De nombreuses études ont permis la mise au point de protocoles pour prédire les
besoins transfusionnels en fonction des résultats des tests thromboélastométriques.
Un modéle de prise en charge thérapeutique du patient polytraumatisé publié par

Benes et al. est présenté en annexe 1.
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44. Prise en charge de la coagulopathie liée au

traumatisme

La prise en charge de la TIC est un réel enjeu chez les patients polytraumatisés. Le
traitement de la coagulopathie est indissociable de celui du choc hémorragique en
lui-méme, responsable de la majorité des décés chez ces patients.

Il n'existe actuellement pas de recommandation globale concernant la prise en
charge thérapeutique du choc hémorragique au niveau international [99]. Les
protocoles thérapeutiques sont nombreux et varient fréquemment d’'un établissement

a l'autre.

Au niveau Européen, 'European Task Force for Advanced Bleeding Care a publié
des recommandations pour la prise en charge des saignements massifs et de la
coagulopathie aprés un traumatisme. Y sont renseignés les recommandations
concernant les gestes de réanimations immédiats a adopter, les moyens de
diagnostic et de suivi du saignement et de la coagulopathie, et I'administration de

produits sanguins thérapeutiques [100].

Le contréle rapide du saignement, associé au traitement le plus précoce possible de
la coagulopathie, semble étre le point clé de la prise en charge des patients
présentant une hémorragie sévére. Nardi et al ont mis au point un protocole de
« contrdle précoce de la coagulation », associant la réversion d’'une potentielle prise
d’anticoagulants, 'administration d’acide tranexamique, et la transfusion de produits
sanguins. lls ont pu montrer une réduction significative de la transfusion ultérieure de
plasma frais congelé et de plaquettes, une diminution significative des couts totaux
de prise en charge, et une tendance a la réduction de la mortalité (non significative)
[101].
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441, Contrdle rapide du saignement

La réalisation la plus précoce de gestes d’hémostase afin de stopper le saignement
est fondamentale. Il peut s’agir d’'une simple suture de plaie, d'une mise en place
d’'un garrot, ou d’'un acte chirurgical qui doit étre le plus simple et efficace (on parle
de « damage control surgery ») [100]. L'adjonction d’agents hémostatiques locaux
peut également étre envisagée afin de contréler au mieux 'hémorragie [102].

4.4.2. Transfusion de culots érythrocytaires et de plasma frais
congelé (PFC).

La transfusion de culots érythrocytaires est indispensable dans la prise en charge de
'hémorragie massive, afin de maintenir un taux d’hémoglobine suffisant et ainsi
assurer I'oxygénation des tissus. Il est recommandé de maintenir ’lhémoglobine entre

7 et 9 g/dL selon les recommandations européennes.

Le plasma frais congelé contient tous les facteurs de la coagulation (ainsi que ses
inhibiteurs), et permet ainsi d’améliorer les troubles de la coagulation. |l est
recommandé d’utiliser le PFC afin d’obtenir des temps de coagulation (TP, TCA)
n’excédant pas 1,5 fois la normale [100]. L’'administration de PFC présente tout de
méme de nombreux désavantages : conditions particulieres de transport, nécessité

de décongeler le produit, risques d’incompatibilité et d’hémodilution.

Il semblerait que la transfusion de PFC avec un ratio PFC : concentré érythrocytaire
élevé (au moins 2 : 1) améliorerait la survie globale des patients en situation de choc
hémorragique [103][104].

4.4.3. Transfusion de fibrinogene.

Le déficit en fibrinogene est frequemment observé au cours des hémorragies

massives, di principalement a la coagulopathie de consommation. L’administration
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de concentrés de fibrinogéene a montré la diminution en besoins transfusionnels
ultérieurs [105], et une relation a pu étre établie entre 'augmentation de la survie et
des taux de fibrinogéne plus élevés [106]. La dose initiale conseillée est de 3 a 4g de
fibrinogéne, a répéter en fonction des résultats thromboélastométriques, ou du taux
de fibrinogéne.

4.4.4. Transfusion plaquettaire.

Il est recommandé de transfuser des plaquettes pour maintenir un taux supérieur a
50G/L. En cas de traumatisme cranien, il est recommandé d’élever ce seuil a 100G/L
[100].

4.4.5. Transfusion de complexe prothrombinique

Le complexe prothrombinique contient les facteurs I, VII, IX, et X de la coagulation.
Actuellement, son utilisation n’est recommandée que pour antagoniser les effets de
la prise d’AVK. Cependant, une réduction des pertes sanguines, et une réduction des
besoins transfusionnels ont été démontrées chez des patients en situation

hémorragique, qu’ils soient sous AVK, ou non [107].

4.4.6. Antifibrinolytiques

L’étude CRASH-2 a montré que I'administration précoce d’acide tranexamique (3h
aprés le traumatisme) permettait une réduction significative de la mortalité liée au
saignement chez les patients traumatisés [82]. Mais les recommandations ne sont
pas unanimes concernant I'administration de cet anti-fibrinolytique. Les doses et le
délai optimal d’administration de I'acide tranexamique restent méconnus [108]. De
plus, le mécanisme par lequel I'acide tranexamique permet de réduire la mortalité
n'est pas clairement identifié [109], et il a été montré que I'administration d’acide

tranexamique augmente significativement le nombre de convulsions [110].
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447. Maintien de la calcémie

Le calcium est indispensable a la coagulation, et 'hypocalcémie est une complication
commune des transfusions massives. Un niveau de calcium ionisé bas a I'admission
est associé a une augmentation de la mortalité, et a des besoins transfusionnels plus
importants [111]. Il est donc impératif de maintenir une calcémie normale tout au long

de la prise en charge du patient.

4.4.8. Transfusion de facteur VIl activé (FVlla).

L’utilisation de FVlla est recommandée en cas d’hémorragie réfractaire a toutes les
autres tentatives visant a arréter le saignement [100]. Cependant, le risque
thromboembolique lié a l'administration de FVlla est non négligeable, puisque
Bucklin et al ont montré que 12,5% des patients traumatisés ayant recu du facteur
Vlla, ont développé un événement thromboembolique par la suite [112].

La prise en charge de 'hémorragie massive du patient polytraumatisé est complexe
est les options thérapeutiques sont multiples. L’essentiel semble donc étre d’élaborer
au sein de chaque établissement, un protocole de prise en charge, qui tient compte
des possibilités diagnostiques et thérapeutiques disponibles.
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5. Objectif de I'étude

On se propose d’étudier le dosage des monoméres de fibrine au travers de I'analyse
des taux de FM :
e Au sein d’'une population de sujets témoins ne présentant pas de troubles de
la coagulation,
e Chez des patients polytraumatisés présentant potentiellement de trés forts
taux de FM,

e Au cours de la formation d’'un caillot de fibrine in vitro.

Le laboratoire n’utilisant pas actuellement le dosage des monomeres de fibrine, cette
étude a tout d’abord permis d’évaluer les qualités analytiques du kit LIATEST-FM®.

L’analyse des taux de FM chez des patients polytraumatisés a été associée a I'étude
de l'évolution des marqueurs de dégradation du fibrinogéne et de la fibrine, en
effectuant une analyse comparative des niveaux de monomeéres de fibrine, de

produits de dégradation de la fibrine, et de D-Diméres.

De plus, le délai entre traumatisme et prélévement des échantillons biologiques (des
1h post-traumatisme), permet d’apprécier la réactivité précoce des marqueurs de
fibrine aprés une activation de la coagulation, et ainsi de déterminer si le taux de
monomeres de fibrine présente une évolution comparable a celle des D-dimeéres et
des PDF ou non. L’existence d’'un différentiel entre I'évolution de la concentration en
FM et en produits de dégradation de la fibrine pourrait théoriquement présenter un
intérét dans la prise en charge précoce, le suivi, et le pronostic des patients
polytraumatisés, ou plus largement des patients présentant une activation de la

coagulation.
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DEUXIEME PARTIE : MATERIEL ET METHODES
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1. Etude portant sur les patients traumatises

1.1.  Population étudiée

L’étude a porté sur des prélévements de patients suspectés de présenter une
coagulopathie liée au traumatisme. Ces prélévements ont été récoltés dans le cadre
de I'étude dénommée EXATEM, qui s’est déroulée d’octobre 2013 a avril 2014 au
CHU de Bordeaux.

L’objectif principal de I'étude EXATEM était d'évaluer I'effet biologique de l'acide
tranexamique (TXA) sur la coagulation des patients traumatisés, évaluée grace au
ROTEM® a l'admission et apres traitement. En effet le TXA chez le patient
traumatisé présentant un saignement est recommandé dans les 3 heures suivant le
traumatisme. Ceci depuis I'étude CRASH-2 ayant montré la diminution de la mortalité
due au saignement chez ces patients dans ces conditions [82]. L’hyperfibrinolyse est
associée chez le patient traumatisé a plus de mortalité mais le lien entre les 2
événements n’est pas clairement démontré. L'objectif était donc d’objectiver 'effet du
TXA sur la coagulation des patients et notamment la fibrinolyse grace a un
monitorage par ROTEM®.

La complexité de la réalisation des techniques thromboélastométriques dans de
telles conditions d’extréme urgence, n’a pas permis de rendre les résultats
exploitables dans le cadre de I'étude EXATEM. Cependant, les prélevements ont été
correctement réalisés, envoyeés au laboratoire pour les tests de routine et conservés,

ce qui nous a permis de réaliser les dosages de FM dans le cadre de notre étude.

Les données cliniques recueillies comprennent :
° L’ége
e Lesexe
e Le score de Glasgow et le score ASA (American society of anesthesiologists)
a 'admission

e La mortalité éventuelle
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e Le recueil des heures et quantités prescrites d’acide tranexamique n’a pas pu

étre réalisé

1.2.  Echantillons biologiques

1.21. Caractéristiques des prélévements

Les échantillons biologiques ont été recueillis le plus rapidement possible apres
'arrivée des équipes soignantes sur le lieu de I'événement traumatique. Plusieurs
prélevements devaient étre récoltés (3 idéalement) a différents temps pour surveiller
'hémostase avant et apres injection de TXA. Cependant, selon leur évolution
clinique, certains patients n‘'ont pas été prélevés 3 fois, par conséquent, le nombre
de prélévements par patient varie de 1 a 3. Le nombre total de patients s’éléve a 35,

auxquels correspondent 84 prélévements biologiques.

Les plasmas étudiés ont été conservés a -80°C apres I'étude EXATEM. En fonction
des aliquotes de plasma restant par patient, le dosage des FM a pu étre réalisé ainsi
que les parameétres classiques de la coagulation lorsqu’ils n’étaient pas renseignés.

Parallélement au dosage des FM chez ces patients, nous avons également dose les
FM sur une série de 49 sujets témoins n’ayant pas de trouble de la coagulation, afin
de préciser la répartition des valeurs de FM au sein d’'une population normale. Ces
échantillons ont été prélevés chez des sujets se présentant au point central de
prélevement du Tripode avec leur accord, et déclarant étre en bonne santé et n'avoir

aucune pathologie pouvant altérer la coagulation.
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1.2.2. Principe et méthodes de dosage des paramétres

étudiés :

La majorité des données biologiques (exceptés les plaquettes) ont été recueillies sur
plasma citraté aprés centrifugation de 15 minutes a 2000g (tubes BD Vacutainer®
citrate de sodium 0,109M).

1.2.2.1. Paramétres de coagulation de routine

La majorité des tests d’hémostase dits « de routine » (TP, TCA, fibrinogene, facteurs
de la coagulation) sont des méthodes chronométriques automatisées réalisées sur
'ACL TOP® 700 du laboratoire Werfen®. Le principe repose sur le temps de
formation du caillot de fibrine au sein d’'une prise d’essai de plasma. Le détecteur
consiste en un systeme optique qui mesure la variation de la densité optique au

travers de la cuve lors de la formation du caillot.

e Le temps de Quick : le temps de quick correspond au temps de coagulation
d’'un plasma recalcifié en présence d’'un excés de thromboplastine (équivalent
de facteur tissulaire). Méme si les 2 voies de la coagulation ne sont plus
distinguées et séparées in vivo, le TQ permet I'exploration de la voie exogene
de la coagulation (facteurs IlI, V, VIl et X). Le réactif utilisé est la
Recombiplastin 2G® de Werfen®, qui contient du facteur tissulaire humain
recombinant, des phospholipides et du chlorure de calcium. Le résultat est
exprimé en seconde par rapport au temps témoin normal (environ 12
secondes) ou alors exprimé en pourcentage sous forme de taux de

prothrombine (TP).

e Le temps de céphaline active (TCA): le TCA correspond au temps de
coagulation d’'un plasma recalcifié en présence de phospholipides et d’un
activateur de la phase de contact. Le TCA permet I'exploration de la voie
endogene et est sensible aux déficits en facteurs Il, V, VIII, IX, X, Xl et XII. Le
réactif utilisé est TAPTT® de Werfen®, qui contient des phospholipides
synthétiques, de la silice, et du chlorure de calcium. La réaction s’effectue en
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2 temps : tout d’abord, il y a ajout du réactif permettant I'activation de la phase
contact (production de facteur Xlla et interaction entre le kininogéne de haut
poids moléculaire, la kallicréine, et le facteur Xlla), puis le calcium est ajoute,
permettant la cascade de réaction enzymatique aboutissant a la formation du
caillot. Le résultat est exprimé en secondes, ou en ratio, par rapport a un

temps témoin normal (environ 30 secondes).

e Le fibrinogéne : la mesure du fibrinogéne a été réalisée par la méthode
dérivée du TP et par la technique de von Clauss en cas de fibrinogéne
inférieur a 1 g/l.

e Facteurs de la coagulation (I, V et X) : I'activité des facteurs de la coagulation
est déterminée par mesure d’'un temps de quick modifié. Le principe repose
sur l'utilisation de plasma artificiellement déplété en facteur que I'on souhaite
doser. Le temps de coagulation de ce plasma déficient est alors proportionnel
a la concentration (ou activité en %) de ce facteur apporté uniquement par le
plasma a doser. Par interpolation sur une droite d'étalonnage, I'automate

donne l'activité exacte du facteur.

1.2.2.2. L’antithrombine

L’antithrombine (AT) est le cofacteur de I'héparine, et l'inhibiteur principal de la
coagulation. Contrairement aux parameétres précédents, son dosage repose sur une
méthode chromogénique. Le réactif AT® de Werfen® permet un dosage basé sur
I'inactivation du facteur Xa et l'utilisation d’un substrat chromogéne synthétique. Le
réactif contient du facteur Xa bovin, de I'héparine, et un substrat chromogéne. Le
plasma a tester est incubé en présence d'un excés d’héparine et d’'une quantité
connue de facteur Xa. Aprés incubation, le facteur Xa résiduel, non inhibé par le
complexe AT-héparine, peut alors hydrolyser le substrat et libérer la paranitroaniline.
La quantité de paranitroaniline libérée est mesurée a 405 nm. Elle est inversement

proportionnelle a la quantité d’antithrombine dans le plasma a doser.
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1.2.2.3. Les marqueurs de fibrine

Les D-diméres: les D-diméres ont été dosés sur l'automate Vidas® de
BioMérieux. Le principe de dosage associe une méthode immunoenzymatique
de type sandwich en 2 étapes a une détection finale en fluorescence
(technique ELFA, présenté au point 3.2.2. de la premiére partie). L'intervalle
de mesure de cette méthode est compris entre 45 et 10000 ng/mL. Les
valeurs élevées de D-diméres sont donc écrétées, et rendues > 10000 ng/mL.
Pour l'analyse des données, ces valeurs sont considérées comme étant

égales a 11111 ng/mL.

Les PDF : les produits de dégradation de la fibrine ont été dosés par la
méthode semi-quantitative de Stago® décrite au point 3.3.2. de la premiere
partie. Cette méthode n’est actuellement plus utilisée au laboratoire, qui
dispose désormais de la technique automatisée de Werfen®.

Les monomeres de fibrine : Les monoméres de fibrine ont été dosés selon la
méthode STA® LIATEST® FM de Stago® décrite au point 3.1.2.2. de la
premiére partie. Les dosages ont été réalisés sur 'automate STA-R Max qui a
ensuite été remplacé par le STA-R Evolution. Le réactif, les calibrants, et les
controles internes de qualité ont été fournis par Stago® a titre gratuit pour la
durée de notre étude. Le taux de FM d’un plasma normal est inférieur a 6
ug/mL. L’intervalle de mesure est compris entre 5 et 150 pg/mL. Pour les
échantillons contenant un taux supérieur a 150 ug/mL de FM, deux dilutions
(au 1/5°™ et au 1/10°™) sont effectuées pour obtenir une concentration réelle
de FM.

1.2.2.4. Les marqueurs de la fibrinolyse

L’activateur tissulaire du plasminogene ou t-PA : le dosage du t-PA est une
meéthode antigénique réalisé grace a la trousse commerciale « ZYMUTEST
tPA Antigen » du laboratoire HYPHEN BioMed®. Le dosage repose sur une
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méthode ELISA en sandwich, utilisant un anticorps monoclonal spécifique du
t-PA. Le plasma a doser est introduit dans I'un des puits d’'une plaque
sensibilisée par I'anticorps monoclonal spécifique. Le t-PA se fixe sur
I'anticorps immobilisé. Aprés lavage, le t-PA fixé sur la plaque est révélé par
un second anticorps couplé a la peroxydase. Aprés un second lavage, et
addition de substrat, une coloration bleue se développe. Enfin, I'ajout d’acide
sulfurique stoppe la réaction, et fait virer la coloration au jaune. Cette
coloration est proportionnelle a la quantité de t-PA présente dans I'échantillon
a tester. Une courbe d’étalonnage est constituée a chaque dosage grace aux
standards fournis dans la trousse. Ainsi, un résultat quantitatif de t-PA peut en
étre déduit. Le taux de t-PA d'un plasma humain normal est généralement
inférieur a 10 ng/mL.

L’inhibiteur de I'activateur du plasminogene 1 ou PAI-1 : le dosage du PAI-1
est une méthode antigénique réalisé grace a la trousse commerciale
« ZYMUTEST PAI-1 Antigen » du laboratoire HYPHEN BioMed®. Le dosage
repose sur une méthode ELISA en une étape. Dans un premier temps, un
anticorps monoclonal spécifique du PAI-1 est introduit dans les puits d’'une
plaque sensibilisée par un autre anticorps monoclonal également spécifique
du PAI-1. Ensuite, le plasma a doser est introduit, le PAI-1 présent dans
I'échantillon se fixe sur I'anticorps fixé dans le puit et également a I'anticorps
couplé a la peroxydase. Aprés lavage, la révélation est identique a celle du t-
PA. Un résultat quantitatif de PAI-1 peut en étre déduit. Le taux de PAI-1 dans
un plasma normal est compris entre 1 et 25 ng/mL, mais il existe une grande
hétérogénéité pour les concentrations de PAI-1 en fonction de la trousse
utilisée. Les résultats doivent donc étre interprétés en fonction du dispositif

utilisé.

Le temps de lyse du caillot des euglobulines ou TLCE est une méthode
permettant d’apprécier l'activité lytique globale du plasma. La méthode
nécessite une dilution du plasma, puis une acidification par I'acide acétique.
L’acidification du plasma permet la précipitation des euglobulines : fraction
plasmatique exempte des inhibiteurs de la fibrinolyse (exceptée une partie des
PAI). Aprés élimination du surnageant, et remise en suspension du culot
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contenant les euglobulines, un mélange thrombine-calcium est ajouté afin de
déclencher la formation du caillot des euglobulines. Aprés formation du caillot
(5 minutes généralement), sa lyse est évaluée visuellement toutes les 10
minutes pendant la 1 heure, pour déceler les états d’hyperfibrinolyse, puis
toutes les 30 minutes pendant les 4 heures suivantes. Le temps de lyse est
évalué sur 5 heures et le résultat est rendu en minutes. Le temps de lyse du

caillot des euglobulines est normalement de 175 +/- 45 minutes.

1.2.2.5. Les plaquettes

La numération plaquettaire, a été réalisée sur sang total EDTA, par 'automate LH
750 de Beckman-Coulter®. Le principe de mesure des plaquettes repose sur la

mesure de variation d'impédance.

2. Analyse in vitro des taux de marqueurs de fibrine au

cours de la formation d’un caillot.

Pour étudier I'évolution des taux de marqueurs de fibrine au cours de la formation
d'un caillot in vitro, nous avons décidé de déclencher la formation d’un caillot de
fibrine a partir d’'un plasma citraté normal, et ensuite de stopper la formation a

différents temps, pour doser les marqueurs de fibrine et obtenir une cinétique.

2.1.  Echantillon biologique utilisé

La premiére étape de cette manipulation est de former un pool de plasma citraté
normal, ne contenant pas de marqueurs de fibrine. Le pool est constitué par un

mélange de plasmas de patients récoltés le méme jour, et testés pour s’assurer de
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I'absence de marqueurs de fibrine. Les caractéristiques du mélange final utilisé pour
la manipulation sont les suivantes :

e TQ=11,5s; TP =100%

e TCA=28,6s;rTCA=1,04

e Fibrinogéne = 4,92g/L

e Monoméres de fibrine = <5ug/mL

e PDF =0,96ug/mL.

e D-Dimeéres = 474ng/mL.

2.2. Formation du caillot de fibrine

La formation du caillot a été réalisée par ajout de thrombine grace au réactif
Triniclot® fibrinogéne de Stago®, normalement utilisé pour déterminer le taux de
fibrinogéne par la méthode Clauss. Le réactif est constitué de thrombine, mais
également de calcium, indispensable a la coagulation sur plasma citraté.

L’ajout du réactif au plasma citraté initie la formation du caillot qui est ensuite
stoppée a différents temps par ajout d’une quantité définie de citrate, qui vient

complexer le calcium contenu dans le réactif.

La réaction s’effectue sous agitation au bain-marie a 37°C, sur une prise d’essai de
540uL de plasma. Le réactif Triniclot® fibrinogéne est reconstitué par 1mL d’eau
distillée, afin d’obtenir une concentration finale de 75 Ul/mL de thrombine et de 84
mM de calcium. 60 pL de réactif sont ajouté au plasma, et la réaction est stoppée par
ajout de 450uL de citrate a 30s, 1min, 5min, 20min, 1h, 2h, et 3h. Une fois le caillot
de fibrine retiré du plasma, les marqueurs de fibrine sont dosés sur les 3 automates
et leur concentration est calculée en tenant compte de la dilution provoquée par

I'ajout du réactif et du citrate.
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2.3. Dosage des marqueurs de fibrine

Les marqueurs de fibrine ont été dosés par les mémes méthodes que décrites
précédemment, exceptés pour les PDF, le laboratoire disposant désormais d’'une
méthode quantitative entierement automatisée sur TACL TOP® de Werfen® décrite

au point 3.3.2. de la premiére partie.

3. Analyse des données

Les données biologiques ont été recueillies sur un tableur Excel®.

Les variations des concentrations en monomeres de fibrine au cours du temps, et

des autres parameétres biologiques ont été représentées sous forme de graphique.

Une analyse en composantes principales a été réalisée sur Statbox pour situer la
réactivité du FM par rapport aux autres tests réalisés sur les 84 échantillons.

Les variables quantitatives sont exprimées en moyennes + écart-type lorsque la
distribution est normale ou en médiane et écart interquartile (25e-75e percentile)

lorsque la distribution n’est pas normale.

Le test de Mann-Whitney a été utilisé pour comparer la moyenne de paramétres

biologiques entre 2 populations.

Les corrélations entre facteurs ont été étudiées par un modéle de régression linéaire

par la méthode des moindres carrés.
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TROISIEME PARTIE : RESULTATS
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1. Analyse des données cliniques

Trente-cinq patients ont été inclus dans I'étude. La majorité des patients sont des
hommes (69%). L’age moyen de la population étudiée est de 45 ans.

Les types de traumatismes principaux correspondent a des fractures osseuses
uniques ou multiples (76%) et au traumatisme cranien (33%). Seuls 2 patients ont
été inclus pour hémopéritoine sans traumatisme cranien ni fractures. La mortalité lors

de la prise en charge initiale concerne 6 patients (17% de la population étudiée).

2. Analyse des parametres biologiques

2.1.  Données thromboélastométriques

La difficulté de mettre en ceuvre les techniques thromboélastométriques dans de
telles conditions d’extréme urgence n’a pas permis d'utiliser le ROTEM® pour tous
les patients. Un total de 11 patients, correspondant a 18 prélévements, ont pu étre
obtenus. Les tracés thromboélastométriques de ces 18 prélévements sont
représentés sur la figure 15 :
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Tracé typique
d’hyperfibrinolyse franche

Cim.1 =~ les.  Tam.2

cim.2 Oyh. ~ Tam. 3
Figure 15 : Tracés thromboélastométriques obtenus pour les patients EXATEM (tests

EXTEM).

Aucun profil hyperfibrinolytique n’a été obtenu parmi 'ensemble des patients testés.
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2.2. Données biologiques générales

La variabilité des paramétres biologiques est exprimée sous la forme médiane et

écart interquartile (25e-75e percentile). La médiane des paramétres des

1 ers

prélevements est comparée a celle des prélevements suivants (aprés injection

d’acide tranexamique). Ces valeurs sont consignées dans le tableau 5. Le délai

moyen du premier prélevement est de 2,7h aprés I'événement traumatique.

Parametres Premier prélevement Prélévements suivants
TP (%) 78 [65 — 95] 76 [68 — 93]

TCA (s) 30 [26 — 37] 30 [27 — 34]

Fg (g/L) 2.3[1.5-3.1] 2.4 1.7 -3.0]

AT (%) 78 [64 — 91.0] 72.0 [58.0 — 84.0]

Fll (%) 70 [565.5 — 82.5] 66 [49 — 78]

FV (%) 66 [42 — 94] 65 [49 — 86]

FX (%) 76 [57 — 92] 73 [55 - 83]

t-PA (ng/mL) 13[9-17] 11[7.2-13]

PAI-1 (ng/mL) 22 [13 — 44] 23 [11 - 149]

TLCE (min) 195 [37.5 — 308] 240 [146 - 333]
D-diméres (ng/mL) 11111 [9581 - 11111] 11111 [7159 - 11111]
PDF (ug/mL) 80 [20 - 160] 40 [20 — 160]

FM (ug/mL) 90 [47 - 141] 85 [25 — 139]
Plaquettes (G/L) 193 [138 - 234] 142 [89 — 192]
Hématocrite (%) 36 [29 - 41] 32 [29 - 36]

Tableau 5: Comparaison des médianes et écarts interquartiles des parametres

biologiques entre le premier prélevement post-traumatisme et les prélevements

suivants.

79



On remarque qu’au moment de la prise en charge des patients, la majorité des
paramétres de coagulation de routine sont normaux, hormis le facteur V qui est
légérement abaissé. Seuls les marqueurs de formation et de dégradation de la fibrine
sont trés fortement augmentés. La variation de concentration des paramétres
biologiques entre le premier prélévement post-traumatique et les prélévements
suivants n’est pas franche. On note tout de méme une tendance a la diminution de la

meédiane du taux de plaquettes, et du taux de PDF.

La représentation des parameétres biologiques par analyse en composante principale

est représentée sur la figure suivante :

Analyse en composantes principales des
principaux parametres biologiques

1,5

D-dimeéres

’ ’
FM

¢ PDF

o
)

->F2 (13 %) -->
S
o o

1
—_

-1,5
-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5

-->F1 (60 %) -->

Figure 16 : analyse en composantes principales des principaux parametres

biologiques dosés chez les patients du protocole EXATEM.

On note la présence de 2 groupes de parameétres biologiques évoluant dans un sens
opposé. Les marqueurs de fibrine d’un cbété dont la concentration augmente, et les

paramétres de coagulation de routine, dont les taux chutent, reflétant I'activation de

la coagulation. La réactivité des monoméres de fibrine est trés proche de celle des

D-diméres et des PDF.
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2.3. Analyse des taux de FM

2.3.1. Qualités analytiques du kit LIATEST FM

La technique de dosage des FM présente une linéarité de 5 a 150 pg/mL. Selon la
calibration, au-dela d’'une certaine valeur de DO, I'automate rend un résultat écrété a
150 pg/mL, ou alors, ne rend pas de valeur numérique, mais un code « > Mmax ».
Pour obtenir une valeur réelle de FM pour chaque dosage, 2 dilutions ont été
réalisées sur les prélévements qui dépassent le seuil de linéarité : une au 1/5°™ et
une au 1/10°™. La valeur de FM retenue est par défaut, celle de la dilution au 5°™®
recalculée. Pour les valeurs basses, inférieures a 5 pg/mL, 'automate rend le résultat
comme étant égal a 5 pg/mL. Stago® indique que les valeurs normales sont
inférieures a 6 pg/mL.

Les FM ont d’abord été dosés dans une population de témoins, puis chez les
patients du protocole EXATEM, susceptibles de présenter de trés forts taux de FM.

Lors du dosage des FM chez les patients EXATEM, plusieurs résultats se sont
révélés surprenants. Trois prélévements, contenant une grande quantité de PDF et
de D-diméres ont paradoxalement présenté des concentrations normales en FM
(5ug/mL). De plus, les prélevements précédents et/ou suivants pour ces mémes
patients présentaient des concentrations élevées en FM. Aprés redosage, il s’est
avéré que ces prélevements contenaient une grande quantité de monomeres de

fibrine. Le tableau 6 suivant présente les résultats de ces préléevements ainsi que leur

redosage :
PDF D-diméres Premier dosage | Redosage FM
(Mg/mL) (ng/mL) FM (ug/mL) (Mg/mL)
Patient 3 20 11111 5 38
Patient 5 320 11111 5 160
Patient 6 80 11111 5 140

Tableau 6 : Variabilité des résultats de difféerents dosages de FM d'un méme

échantillon.
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Les premiers dosages négatifs obtenus ont été rendus par 'automate sans aucune
alarme. L’existence de résultats faussement abaissés nous a fait nous questionner
sur les performances du test. S’agit-il d’'un éventuel effet crochet, ou d’'un probléme

sur I'échantillon primaire ?

Nous avons questionné le laboratoire Stago® a ce sujet, qui aprés vérification de la
programmation du test, et de la calibration, a proposé que ces résultats faussement
négatifs soient dus a l'utilisation de plasmas congelés depuis trop longtemps (délai
de 2 ans). L’existence d’'un effet crochet est démontrée, mais pour des plasmas
contenant environ 400 ug/mL de FM, ce qui semble peu probable puisque 2 des
échantillons ci-dessus montrent un taux de FM dans le domaine de mesure (5 a 150
pug/mL).

Afin de contréler que le test ne rende pas de résultats faussement abaissés de fagon
aléatoire, un essai de répétabilité sur 2 niveaux, et un essai de linéarité par dilution

d’'un échantillon présentant un tres fort taux de FM ont été réalisés.

Les essais de répétabilité ont été réalisés sur 2 niveaux : un niveau haut (124 ug/mL)
et un niveau bas (7,3 ug/mL). Ne disposant pas de grandes quantités de réactif,
chaque niveau de concentration a été dosé 10 fois. Les essais de répétabilité sur les
2 niveaux ont présenté de bons résultats, puisque les CV obtenus sont de 0.75%
pour le niveau haut, et de 8.9% pour le niveau bas. Les CV proposés par le
fournisseur sont de 3% pour le niveau haut, et de 8% pour le niveau bas. Le CV de
8,9% pour le niveau bas reste acceptable étant donné la trés faible concentration
utilisée (trés proche de la limite de détection). Il n’a par ailleurs pas été constaté de
résultats faussement abaissés lors de ces essais.

L’étude de linéarité présentée sur la figure 17 a été réalisée en effectuant le dosage
de FM sur plusieurs dilutions progressives (de 0,1 a 1, par pas de 0,1) d’un
échantillon présentant un trés fort taux de FM. En ajoutant une droite de tendance
aux dilutions comprises dans le domaine de mesure, on peut estimer que
I'échantillon de départ présente une concentration aux alentours de 310 pg/mL.
L’essai de linéarité s’est donc révélé correct dans le domaine de mesure, mais la
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dilution au demi (dilution « 0.5 » sur la figure) a présenté un taux de FM a 13ug/mL
alors que sa concentration théorique aurait d0 étre d’environ 155 ug/mL.

Essal d e | Inéa r|té Concentration théorique
environ 310 pg/mL

250

200
Concentration théorique

environ 155 pg/mL
150

100

50

0
0 0,1 0,2 0,3 04 0,6 0,7 0,8 0,9 1

Dilutions progressive Echantillon pur

concentrations obtenues en FM (ug/mL)

Figure 17 : essai de linéarité a partir d’un échantillon contenant une concentration
théorique en FM évaluée a 310 ug/mL.

Ce phénomeéne de taux beaucoup plus bas gqu’attendus s’est reproduit lorsque les

FM ont été dosés au cours de la formation d’un caillot de fibrine in vitro.

2.3.2. Analyse du taux de FM au cours de la formation d'un

caillot de fibrine in vitro.

Le dosage des marqueurs de fibrine a été effectué a différents temps aprés le
déclenchement de la coagulation in vitro. Les résultats sont représentés sur la figure
18. Les concentrations en FM rendues sont recalculées en tenant compte des
dilutions effectuées (ajout thrombine et de citrate au plasma), c’est pourquoi la valeur
peut dépasser 150 pg/mL.

83



Evolution des taux de marqueurs de fibrine au cours du

temps
1000
e
1 Temps 1 minute = /
recontrole

10 g~ '€mps 1 minute
premier passage

dimeres (ng/mL)

1 5 20 6 120 180

Temps (minutes)

Taux des marqueurs de fibrine : FM et PDF (pg/mL) et D-

= FM (pug/mL) -  PDF (pg/ml =@ DD (ng/mL)

Figure 18 : évolution des taux de marqueurs de fibrine au cours de la formation d’un

caillot in vitro.

Le taux de FM a 1 minute a été contrélé. Le premier dosage est sorti a 27 ug/mL, ce
qui nous a semblé suspect, car le taux précédent (30 secondes) était de 259 pug/mL,
et le taux suivant (5 minutes) était de 233 pyg/mL. Ce contréle du temps 1 minute a
donné un résultat a 289 pg/mL. L'existence de ce nouveau résultat faussement
abaissé remet en question I'hypothése avancée par Stago selon laquelle ces
« accidents » de valeurs basses rendues pour des valeurs élevées seraient dus a
l'utilisation de plasma congelé depuis trop longtemps. En effet, si les premiers
résultats anormaux ont été obtenus sur du plasma congelé, ce dernier a été obtenu

sur du plasma citraté préleve le jour des dosages.

De facon plus générale, 'analyse des concentrations en marqueurs de fibrine au
cours de la formation d’un caillot in vifro a pu mettre en évidence I'élévation franche
et trés rapide des taux de FM (dés 30 secondes). En revanche, comme attendu car
aucun ajout de t-PA n’a été effectué, aucune élévation des PDF et des D-diméres n’a

été constatée. En effet, in vitro, le t-Pa (activateur du plasminogéne) est entiérement
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complexé par son inhibiteur principal, le PAI-1, inhibant ainsi complétement la
fibrinolyse et seul I'ajout de t-PA exogéne pourrait déclencher la fibrinolyse du caillot.

2.3.3. Répartition du taux de FM dans la population témoin

Le graphique suivant (figure 19) présente la répartition du dosage des FM au sein
d’'une population de 49 sujets témoins, ne présentant pas de troubles de la
coagulation (volontaires prélevés au point central de prélevement de ['hopital
Pellegrin). La moyenne du dosage des FM chez ces témoins est de 7,6 ug/mL. On
note que 41 patients présentent un taux de FM normal (<6 pg/mL). Il est intéressant
de signaler que prés d’un patient sur cinq présente un taux de FM augmenté (18%),
dont un allant jusqu’a 72,4 yg/mL. Les deux sujets avec le résultat le plus élevé de
FM ont des D-diméres normaux.

La figure présente également en parallele le taux de D-diméres. Les résultats sont
superposables, avec 41 patients présentant un taux de D-diméres normal (<500

ng/mL). Deux des 3 sujets ayant des D-diméres élevés ont un FM normal.

Répartition des valeurs de FM et de D-diméres
dans une population témoin
45
40
35
30
25
20
15
10

Nombre de patients

EFM O 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78
mEDD O 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000 6500

Concentrations en FM et D-diméres

Figure 19 : Répartition des valeurs de FM et de D-dimeres dans une population de

49 sujets témoins normaux.
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2.3.4. Analyse des taux de FM <chez les patients

polytraumatisés

Le graphique de fréquence suivant (figure 20) permet de comparer la répartition du
taux de FM de la population témoin avec celle des patients EXATEM. La figure
présente le pourcentage de patients témoins par tranche de concentration de FM
(courbe bleue claire), et a cette courbe sont superposées celles du pourcentage de
patients EXATEM par tranche de concentration de FM (courbe bleue foncée) et de
PDF (courbe orange).

Répartition de la concentration en FM et en PDF dans la
population témoin, et chez les patients du protocole EXATEM
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Figure 20 : Répartition de la concentration en FM dans la population témoin (courbe
bleue claire) et comparaison avec la répartition de la concentration en FM et PDF

chez les patients EXATEM (courbes bleue foncée et orange).

Cette représentation graphique permet de mettre en évidence la nette augmentation
des marqueurs de fibrine chez les patients EXATEM. Tres peu de patients
polytraumatisés présentent un taux de FM normal (1,5% des prélévements, soit un

seul prélevement), et de PDF normal (8% des prélévements, soit 6 prélevements).
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L’évolution de la concentration en FM par patient au cours du temps est représentée

sur le graphique suivant (figure 21). Le temps est exprimé en heures, et correspond

au délai entre 'événement traumatique et le prélevement sanguin, le TO représentant

I'événement traumatique pour chaque patient. Sur I'ensemble des dosages de FM,

seul 1 prélévement retrouve un résultat a 5 uyg/mL. On note que le taux initial est trés

variable, allant de 10 yg/mL a 325 pg/mL, et également qu'il n’est pas possible de

mettre en évidence une tendance générale de I'évolution du taux de FM au cours du

temps. Les variations des taux de FM sont tres hétérogenes, pendant toute la durée

du monitoring de ’hémostase.
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Figure 21 : évolution du taux de FM par patient au cours du temps.
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L’évolution des PDF et des D-dimeéres par patient au cours du temps est représentée

sur les graphiques suivants (figure 22 et 23).
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EVOLUTION DES PDF AU COURS DU TEMPS
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Figure 22 : évolution du taux de PDF au cours du temps.
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Figure 23 : évolution du taux de D-dimeéres au cours du temps.

16

—+—CHE.
==FRI.
—&—OYH.

ROU.

—TIE.

18

18

88



La représentation de I'évolution des PDF et D-diméres au cours du temps permet de
montrer que les patients présentent des taux élevés de D-diméres et de PDF dés les
premiers prélévements. On note que pour 5 patients, on observe une diminution du
taux de D-diméres dés les premiéres heures du monitoring de I'hémostase.
Cependant, il est impossible de mettre en évidence une tendance générale quant a

I'évolution de leur concentration au cours du temps.

2.3.5. Corrélation entre les différents marqueurs de fibrine.

Les coefficients de corrélation ont été établis entre les différents marqueurs de fibrine

et sont représentés sur le graphique suivant (figure 24) :

Coefficients de corrélation entre les différents
marqueurs de fibrine

R=0,719 R=0,734

0,740
0,720
0,700
0,680

0,660

Coefficient de corrélation

0,640 FM

0,620
PDF

0,600 =
DD PDF

Marqueurs de fibrine

m Coefficient de corrélation g Coefficient de corrélation g Coefficient de corrélation
D-dimeéres/PDF D-diméres/FM PDF/FM

Figure 24 : représentation graphique des coefficients de corrélation entre les

différents marqueurs de fibrine.
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On constate que les coefficients de corrélation ne sont pas trés élevés. Le coefficient
de corrélation entre les PDF et les FM est le plus élevé, alors que les 2 coefficients
impliquant les D-diméres sont moins bons. Ces résultats peuvent en partie étre
expliqués par le fait que les résultats élevés de D-dimeres sont écrétés a 10000
ng/mL. Nous ne disposons donc pas des vraies valeurs de D-diméres, ce qui n'est

pas le cas pour les PDF et les FM.

24. Scores ISTH et CIVD

Pour déterminer si certains patients étaient en état de CIVD, les criteres de
diagnostic de CIVD de I'lISTH ont été appliqués a chacun des patients.

Les cut-offs concernant les marqueurs de fibrine sont variables selon les études. Les
scores ont été calculés en tenant compte des recommandations du comité de la
CIVD de la Japanese Society of Thrombosis and Haemostasis [113] et de I'ISTH
[114] . Ces cut-offs sont présentés dans le tableau 7, aucune des deux sociétés ne

présentant des scores pour chacun des marqueurs :

0 points 2 points 3 points
FM (ug/mL)[114] <5 >5 >10
PDF (ug/mL)[113] <8,3 >8,3 =42
D-diméres (ng/mL)[114] | <500 = 500 = 4000

Tableau 7 : cut-offs des marqueurs de fibrine pour l'attribution du nombre de points
du score de CIVD de I'ISTH.

Les scores ont été réalisés avec chacun des marqueurs sur 54 prélévements pour
lesquels tous les parametres nécessaires a leur calcul étaient disponibles (il manque
au total 30 prélévements, pour lesquels il manque un paramétre indispensable au
calcul du score ISTH). Un score = 5 permet de définir la CIVD biologique. On
observe qu’en utilisant les monoméres de fibrine et les D-Diméres, un score a 5 est

attribué a 1 prélevement de plus qu'avec le score utilisant les PDF : une CIVD
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biologique a été retrouvé chez 5 patients (6 prélévements) en utilisant les D-diméres
et les FM comme marqueur de fibrine, et chez 4 patients (5 préléevements) en
utilisant les PDF.

Les scores ISTH attribués a chaque prélévement en fonction des marqueurs de

fibrine utilisés sont représentés dans le graphique suivant (figure 25) :

Répartition des prélévements en fonction des scores
ISTH calculés en utilisant les différents marqueurs de

fibrine
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Figure 25 : calcul du score ISTH en fonction du marqueur de fibrine pris en compte.
Pour les PDF, c’est le seuil proposé par la société japonaise qui est inclus dans le

calcul du score ISTH, ce dernier ne proposant pas de valeur seuil.
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2.5. Marqueurs de fibrine et mortalité

L’analyse des marqueurs de fibrine en fonction de la mortalité des patients montre
que les patients qui décédent a la suite de la prise en charge initiale présentent un
taux de marqueur de fibrine significativement plus élevé que les autres patients. La
moyenne, I'écart-type pour chacun des groupes, ainsi que la p-value calculée par le
test de Mann-Whitney sont présentés dans le tableau 8 suivant :

Prélevements de Prélévements de patients
patients décédés non décédés p
Moyenne | Ecart-type Moyenne Ecart type
FM (ug/mt) | 193 85 8 56 0,0002
n=11 n=53
PDF
221 101 & 124 < 0.0001
(ug/mL) n=14 n=59
D-diméres
1 0 8515 3673 0.002
(ng/mL) n=16 n =64

Tableau 8 : comparaison des taux de marqueurs de fibrine entre les patients
décédés dans les suites de la prise en charge initiale, et les autres. p-value calculée

grace au test de Mann-Whitney.

La difference de taux de marqueurs de fibrine entre les patients décédés et les
patients non décédés est significative pour les 3 marqueurs de fibrine, mais le
paramétre le plus discriminant sont les PDF (p-value la plus faible). On peut noter
que les trois patients ayant eu un dosage de FM supérieur a 200 upg/mL sont

décédés.

Par ailleurs, Tous les patients décédés présentent des D-diméres écrétés a 10000
ng/mL (valeur arbitraire attribuée a 11111 ng/mL). Le fait de ne pas avoir la valeur
réelle des D-diméres minimise trés probablement la différence entre les moyennes

des 2 groupes, rendant ainsi la p-value moins bonne pour ce paramétre.
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En étudiant les taux d’autres parametres en fonction de la mortalité lors de la prise
en charge initiale, on observe une différence significative pour d’autres paramétres.
Le tableau suivant présente la comparaison du TP, du fibrinogéne, du facteur V et
des plaquettes en fonction de la mortalité.

Prélevements de patients | Prélevements de patients
décédés non décédés p
Moyenne Ecart-type Moyenne Ecart type
TP (%) 63 37 81 21 0.008
n=15 n=>58
FV (%) 34 18 76 28 < 0.0001
n=16 n=67
Fg (/L) 18 0.8 25 0.9 0.003
n=16 n=67
Plaquettes
a 107 52 178 72 0.0004
(G/L) n=15 n =66

Tableau 9 : Comparaison du TP, du fibrinogene, du facteur V et des plaquettes entre
les patients décédeés dans les suites de la prise en charge initiale, et les autres. p-
value calculée grace au test de Mann-Whitney.

On constate que les autres parameétres biologiques présentent également une
différence significative entre les patients qui décedent a la suite de la prise en charge
initiale et ceux qui ne décédent pas. Les parametres les plus discriminants sont le
facteur V et les PDF (p-value <0.0001).

2.6. Corrélation entre marqueurs de fibrine et scores

cliniques.

Plusieurs scores cliniques sont établis par les équipes soignantes a leur arrivée sur
le lieu d’'un accident. Parmi eux, le score de Glasgow (GCS), indicateur de I'état de
conscience d’'un patient, et le score de I’American Society of Anesthesiologists
(ASA), qui évalue I'état de santé pré-opératoire d’un patient. Le score de Glasgow va
de 3 (coma profond) a 15 (personne parfaitement consciente) et le score ASA va de |
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(patient normal) a VI (patient en été de mort cérébral). Les criteres permettant
d’établir le score de Glasgow, ainsi que la définition des scores ASA sont présentés

en annexe 2.

La corrélation entre ces scores et les taux de marqueurs de fibrine ont été établis et

sont représentés sur la figure suivante :
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Figure 26 : Corrélation entre les taux de marqueurs de fibrine et les scores cliniques
de Glasgow et ASA.

On constate que les marqueurs de fibrine ont une relation plus forte avec le score
ASA qu'avec le score de Glasgow, notamment en utilisant les FM (R? = 0,63). Les D-

diméres sont la encore pénalisés par I'écrétage des valeurs >10 000 ng/ml.

Pour savoir si les taux de marqueurs de fibrine sont corrélés a la clinique, un test de
Mann-Whitney a été réalisé pour comparer les taux de FM, PDF, et D-diméres en
fonction des scores cliniques. La population a été séparée en 2 groupes pour chacun
des scores : patients GCS < 10 vs. GCS > 10, et patients ASA > 3 vs. ASA < 3. Les
résultats sont consignés dans les tableaux 10 et 11 suivants :
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Patients GCS <10

Patients GCS > 10

p
Moyenne | Ecart-type Moyenne Ecart type

FM (ug/mL) | 190 85 92 60 0.085

n=9 n=19
PDF

175 123 101 145 | 0.047
(ug/mL) n=11 n=21
D-diméres

10391 2495 8491 3699 | 0.056

(ng/mL) n=12 n =21

Tableau 10 : Comparaison des taux de marqueurs de fibrine a I'admission entre les

patients présentant un GCS < 10 et ceux présentant un GCS > 10.

Patients ASA > 3 Patients ASA <3
p
Moyenne | Ecart-type Moyenne Ecart type
FM (ug/mL) | 197 63 64 43 0.001
n=13 n=11
PDF
229 156 50 47 0.0002
(ug/mL) n=14 n=13
D-diméres
T 0 e 4108 | 0.002
(ng/mL) n=15 n=13

Tableau 11 : Comparaison des taux de marqueurs de fibrine a I'admission entre les

patients présentant un score ASA > 3 et ceux présentant un score ASA < 3.

On constate que la différence entre les concentrations de marqueurs de fibrine n’est

pas significative lorsque I'on compare les patients ayant un GCS < 10 et ceux ayant

un GCS > 10, excepté pour les PDF, méme si la p-value n’est pas trés significative.

En revanche, cette différence est significative pour chacun des 3 marqueurs de

fibrine, lorsqu’'on prend le score ASA. Le paramétre le plus discriminant est a

nouveau les PDF.
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QUATRIEME PARTIE : DISCUSSION
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1. Qualités analytiques du kit STA® Liatest® FM

Le kit STA® Liatest® FM est simple d’utilisation. Les réactifs sont préts a I'emploi et
le dosage est rapide (5 minutes par échantillon). Les essais de répétabilité et de
linéarité ont été satisfaisants. Une approche de la reproductibilité a pu étre calculée
en tenant compte des contrOles de qualité internes utilisés tout au long des
manipulations. Les résultats de cet essai sont limites puisqu'on a obtenu un CV de
8,1% pour le niveau bas (limite fournisseur 8%), et un CV de 3,1% pour le niveau

haut (limite fournisseur 2,6%).

De fagon générale, le principal probléme rencontré lors des dosages est I'apparition
de résultats faussement abaissés, rendus sans aucune alarme automate. Sur la
totalité des dosages réalisés, 5 résultats faussement négatifs ont été décelés, soit un

pourcentage de 1,7% des dosages de FM effectués.

Les interférences annoncées par Stago® pouvant entrainer une sous-estimation des
monomeres de fibrine sont soit un niveau de fibrinogéne élevé, soit une forte turbidité
du plasma. Ces 2 parameétres ne semblent pas responsables des problémes
rencontrés sur ces 5 échantillons puisque le taux de fibrinogéne était compris entre
1,3 et 4,9 g/L, et 'aspect du plasma n’était pas trouble. D’autres interférences sont
citées tels que la présence de facteur rhumatoide, ou de fortes concentrations en
hémoglobine, bilirubine, ou en héparine, mais les controles effectués sur les plasmas
a taux faussement abaissés ayant donné la valeur élevée attendue écartent ces

hypothéses.

Les réponses apportées par Stago® a la suite de nos interrogations concernant ces
résultats erronés ne sont pas satisfaisantes. En effet, le phénoméne s’est produit
aussi bien sur des échantillons congelés que sur du plasma prélevé le jour de
I'analyse. On ne peut pas écarter I'hypothese que I'effet crochet annoncé par Stago®
pour des échantillons contenant environ 400ug/mL de FM puisse apparaitre pour des

valeurs plus basses, entre 150 et 300 pg/ml.
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Enfin, 'ensemble des dosages ont été réalisés sur 2 automates Stago®, le STA-R
Max, et le STA-R Evolution, et des résultats faussement abaissés ont été observés
sur ces 2 automates. Ceci implique que ce phénomeéne n’est probablement pas dd a

une défaillance de I'automate ou a un probleme lié au réactif lui-méme.

2. Analyse des concentrations en marqueurs de fibrine

Chez les patients polytraumatisés, I'analyse des données biologiques générales
montre qu’au début de la prise en charge, les marqueurs de fibrine sont les
parametres les plus perturbés. En effet, le 25éme percentile des D-diméres culmine
déja a 9581 ng/ml pour 'ensemble des premiers prélévements post-traumatisme, et
tous prélévement confondus, seul un présente un taux de FM < 6ug/mL. Le dosage
d’au moins un de ces marqueurs de fibrine semble indispensable lors du bilan
biologique initial, en complément du bilan de coagulation standard, car le TP, le TCA,

et le fibrinogene sont normaux dans la majorité des cas.

L’analyse comparative des concentrations de ces 3 marqueurs de fibrine montre une
réactivité globale trés proche. Effectivement, la répartition des FM et des D-diméres
est superposable au sein d’'une population témoin, et I'analyse en composante
principale des dosages de ces marqueurs dans la population de patients

polytraumatisés montre clairement I'évolution commune de ces paramétres.

Cette évolution commune est également montrée par I'évaluation des coefficients de
corrélation entre les 3 marqueurs, méme s’ils ne sont pas trés élevés. Le calcul de
ces coefficients est d’interprétation difficile étant donné que les résultats élevés de D-
diméres sont écrétés. Par raison d’économie, il n’avait pas été prévu de faire des
dilutions pour les D-diméres supérieurs a 10000 ng/mL. L'utilisation récente au
laboratoire d’'une méthode de dosage automatisée des PDF ayant une gamme
dynamique trés élevée répond aux besoins de scoring des CIVD, l'indication des D-

diméres restant I'exclusion de thrombose.
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L’analyse de I'’évolution des concentrations en marqueurs de fibrine au cours du
temps montre que les taux de FM, de PDF, et de D-diméres sont d’emblée trés
élevés. Les données de la littérature, et I'analyse des taux de FM au cours de la
formation d’un caillot in vitro, s’accordent sur le fait que I'apparition des FM aprés
activation de la coagulation est trés rapide. Pour autant, I'évolution au cours des
prélevements suivant est assez anarchique. Les 3 marqueurs de fibrine sont
franchement positifs, et on ne peut pas déceler de variation significative de leur
concentration pendant la période de suivi de 'hémostase.

L’évolution des taux de marqueurs de fibrine n’évoluent donc pas selon le schéma
théorique proposé par Wada et al. (figure 13). On ne retrouve pas la notion de pic
fugace d’augmentation des FM chez les patients de I'étude. En outre, nos résultats
montrent une augmentation tout aussi rapide des D-dimeres et des PDF, ce qui ne
confirme pas la spécificité des FM a augmenter plus précocement ex vivo que les

produits de dégradation de la fibrine.
3. Monomeéres de fibrine et applications cliniques

Les données de la littérature montrent que I'utilisation des FM permet de mettre en
évidence plus de patients en état de CIVD décompensée. Dans notre étude,
I'utilisation des FM et des D-diméres dans le calcul du score ISTH a permis de
classer un patient de plus en CIVD biologique par rapport a l'utilisation des PDF.
Cependant, les performances des 3 marqueurs de fibrine semblent superposables
dans ce contexte, ne permettant pas de conclure a l'utilisation préférentielle d’'un

marqueur par rapport a I'autre.

La différence de taux de FM entre les patients qui décédent au cours de la prise en
charge initiale et ceux qui survivent est significative (p-value = 0.0002) et un taux de
FM tres élevé (>200 pug/mL) semble étre de mauvais pronostic pour ces patients.
Ces données se rapprochent de celles de la littérature qui montrent que des valeurs
de FM inférieures a 100 ug/mL seraient associées a un pronostic vital plus favorable.
Néanmoins, l'utilisation des FM a visée pronostique est délicate car Stago®
préconise de ne pas diluer les échantillons. Dans la pratique courante, un résultat
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élevé de FM n’est pas dilué, et est donc rendu égal a 150 pyg/mL, ou « > Max ».
Hors, ce sont les taux de FM tres élevés (>200 ug/mL) qui semblent les plus corrélés
au pronostic vital. L'utilisation des FM pour évaluer le pronostic de ces patients perd

donc de sa pertinence s’il n’est pas dilué.

De plus, le dosage de ce parameétre n’apporte pas de bénéfice particulier par rapport
aux autres. En effet, les FM ne sont pas le paramétre le plus corrélé a la mortalité. La
différence de taux de facteur V et de PDF entre les patients qui décédent lors de la
prise en charge initiale et ceux qui survivent est plus significative que celle des FM
(p-value <0.0001).

L’analyse des taux de marqueurs de fibrine a I'admission en fonction des scores
cliniques a permis de montrer qu’il existe une liaison entre I'élévation de ces
parameétres et 'aggravation clinique globale des patients (représentée par I'élévation
du score ASA). En revanche, la liaison entre élévation des marqueurs de fibrine et
aggravation de I'état de conscience des patients n’est pas franche (représentée par

la diminution du score de Glasgow).
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CONCLUSION

L’étude menée sur les patients polytraumatisés a permis d’évaluer la performance de
la technique STA® Liatest® FM. Les limites de reproductibilité préconisées par le
fournisseur n‘ont pas été atteintes, méme si elles étaient proches de lintervalle
recommandé, et nous n‘avons pas d’explication acceptable pour l'obtention des
résultats faussement abaissés obtenus sur plusieurs dosages. Nos résultats pointent
donc la nécessité d’effectuer une étude de plus grande ampleur, afin de confirmer et
de quantifier ces erreurs qui semblent aléatoires sur les plasmas a FM élevés.

L’analyse comparative des concentrations en marqueurs de fibrine dans la
population saine, et chez les patients polytraumatisés a mis en évidence la réactivité
comparable des FM, des D-diméres et des PDF. Les FM reflétent 'activité de la
thrombine, et un processus de coagulation active, tandis que les D-diméres et les
PDF sont le reflet de la coagulation suivie de la fibrinolyse. Pour autant, leur

évolution est commune sur toute la durée du suivi des patients polytraumatisés.

Le dosage des FM ne semble pas apporter de bénéfice particulier en comparaison
avec le dosage des D-diméres et surtout des PDF dans notre étude. Les marqueurs
de fibrine dans ce contexte reflétent I'activation de la coagulation et restent pertinents
dans le bilan biologique initial, afin de déceler une éventuelle CIVD, ou d’apprécier le
pronostic vital des patients. Cependant, le dosage simultané de plusieurs marqueurs
ne semble pas indiqué, tant leur évolution est superposable.
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ANNEXES

ANNEXE 1 : Exemple de protocole de traitement basé sur les résultats ROTEM [77].

TRAUMA INDUCED COAGULAPATHY
LOCAL TREATMENT GUIDELINE

General treatment measures: TRANEXAMIC ACID:
Normalize body temperature * Up to 3 hour after insult
pH > 7,2; Ca%>1 mmol/l e 1gi.v. bolus
Hematocrit > 24% e 1gi.v. continuous for 8 hours

[ Start ROTEM (EXTEM, FIBTEM) analysis ]

(make bed-side blood gas analysis + standard laboratory for blood components and coagulation incl. fibrinogen level)

EXTEM CT > 80s - PCC 20 U/kg

or FFP 30 ml/kg

FIBRINOGEN

FIBTEM A10 < 7mm - A10 (0-3mm)=6-8 ¢

A10(4-7mm)=4-6¢g

EXTEM A10 £ 40mm
and FIBTEM A10 > 12mm LELETS

PLATELETS < 105/ul aim PLATELETS > 10°/ul

EXTEM A10 £ 30mm I ALL PREVIOUS
= SEVERE CLOTTING DISORDER (PCC/FFP + FBG + PLT)

SUSPICION/KNOWN USE: Consider administering PLATELETs even under
ANTIPLATELET meds normal PLT counts and ROTEM tests

NEW PERORAL Consider increasing the PCC to 30-50 U/kg
ANTICOAGULANTS when pathological ROTEM tests
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ANNEXE 2 : score de Glasgow[115] et score ASA[116]

Calcul du score de Glasgow :

Ouverture des yeux

Réponse verbale

Réponse motrice

Spontanée : 4 Orientée : 5 Aux ordres : 6
Au bruit : 3 Confuse : 4 Orientée : 5
A la douleur : 2 Inappropriée : 3 Evitement : 4

Jamais : 1 Incompréhensible : 2 Flexion stéréotypée : 3
Rien : 1 Extension stéréotypée : 2
Rien : 1
Score ASA :
Score ASA | Définition Exemple
I Patient en bonne santé
Diabéte non insulinodépendant,
| Patient présentant une maladie | hypertension, obésite,
systémique légére insuffisance rénale modérée,
infarctus ancien...
Diabéte insulino-dépendant,
" Patient présentant une maladie | obésité morbide, insuffisance
systémique sévere respiratoire modérée, syndrome
apnée du sommeil...
Patient présentant une maladie _ . o .
o o Patient dialysé, insuffisance
\Y systémique sévéere mettant en . o
_ o cardiaque ou respiratoire grave...
jeu le pronostic vital
Patient moribond dont ) _
] . . Etat de choc hémorragique,
I'espérance de vie n'excede pas ] o
Vv rupture d'anévrysme ceérebral
24 heures en l'absence
. _ o avec coma...
d'intervention chirurgicale
Patient en état de mort
Vi cérébrale, candidat au don

d'organes
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RESUME

Le caillot de fibrine est principalement constitué d’un maillage de molécules liées
entre elles, appelées monomeres de fibrine (FM). lls sont le produit de I'action de la
thrombine sur le fibrinogéne, et I'élévation de la concentration en FM traduit
I'activation de la coagulation. Ce parametre biologique fait partie des marqueurs de
fibrine, aux cotés des D-diméres et des produits de dégradation de la fibrine (PDF).
L’objectif principal de notre étude est d’évaluer la réactivité des FM par rapport a
celle des D-diméres et des PDF. Nos travaux se sont portés sur une population de
patients polytraumatisés, susceptibles de présenter de forts taux de FM, en réponse
a l'activation de la coagulation chez ces patients. L'analyse comparative des
concentrations en marqueurs de fibrine chez les patients polytraumatisés a mis en
évidence une réactivité comparable des FM, des D-diméres et des PDF. De plus
I'apparition de résultats faussement abaissés, sans alarme, ni explication acceptable,
pointe la nécessité d’effectuer une étude de plus grande ampleur, afin de confirmer
et de quantifier ces erreurs qui semblent aléatoires sur les plasmas a FM élevés.
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