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INTRODUCTION 

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

induisant une thrombophilie acquise. Il est défini par la présence d’anticorps 

antiphospholipides (APL) associée à des complications obstétricales ou thrombotiques. La 

présence d’un SAPL s’accompagne d’un risque relatif de thrombose variant entre 2,1 et 8,5 

selon les études et le risque relatif de récidive est de 2,1. A l’heure actuelle, le manque de 

traitement dans cette pathologie et de réels paramètres biologiques permettant de faire le 

suivi ou d’évaluer le risque thrombotique chez les patients atteints de ce syndrome est un 

problème majeur. Depuis quelques années, des études montrent l’intérêt du 

l’hydroxychloroquine dans le traitement de fond du SAPL, aussi bien obstétrical que 

thrombotique. Au Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Rouen, un essai thérapeutique 

visant à étudier l’effet de l’hydroxychloroquine (HCQ) sur la fonction endothéliale en tant que 

protecteur des troubles de la vasorelaxation artérielle et du remodelage artériel, l’essai 

APLAQUINE, sur des patients SAPL artériel est en cours de réalisation.  En parallèle, une étude 

de l’effet de l’hydroxychloroquine sur un modèle murin humanisé de SAPL par transfert passif 

d’APL est en cours au laboratoire INSERM U1096. Pour ces deux études, l’évaluation du risque 

thrombotique par un paramètre biologique standardisé serait idéale pour apprécier la 

réponse au traitement du modèle murin et des patients SAPL 

Au cours de ce travail, nous étudierons la place du Test de Génération de Thrombine 

(TGT) dans l’évaluation du risque thrombotique chez les souris SAPL puis chez les patients de 

l’essai thérapeutique APLAQUINE. Le TGT permet de faire le lien entre les phénotypes 

biologique et clinique en prenant en compte tous les inhibiteurs et activateurs de la 

coagulation dans le sang. La finalité de ce travail est une meilleure compréhension de la 

physiopathologie, des complications thrombotiques du SAPL, et une évaluation de la réponse 

clinico-biologique au traitement par HCQ grâce aux paramètres d'hémostase étudiés. 
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I. GÉNÉRALITÉS 

1. Physiologie de la coagulation 

L’hémostase est l’ensemble des phénomènes physiologiques participant à la 

prévention ou à l’arrêt du saignement. La présence d’une brèche vasculaire va induire la 

formation d’un clou plaquettaire, suivie de la coagulation plasmatique faisant intervenir des 

facteurs activateurs et inhibiteurs participant à la formation du thrombus et enfin, un 

phénomène retardé qui est la cicatrisation. 

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

vaisseau, les cellules endothéliales, les plaquettes, les protéines de la coagulation et le 

système fibrinolytique permettant la dissolution du caillot. 

 

Figure 1 : Schéma général de la coagulation 

1.1. Hémostase primaire 

Lorsque l’endothélium est lésé, un relargage par les cellules endothéliales 

d’adrénaline, de noradrénaline et de sérotonine, va induire une vasoconstriction reflexe. Ce 

« temps vasculaire » va être suivi d’un « temps plaquettaire » qui représente la phase 

d’activation des plaquettes. La mise à nu du sous endothélium au potentiel thrombogène 

important va induire une agrégation plaquettaire réversible avec interaction entre le facteur 

Von Willebrand (FVW) du sous endothélium et la glycoprotéine (GP) Ib-IX-V des plaquettes 

(1). Le réarrangement des phospholipides (PL) de surface associé à la formation des premières 
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traces de fibrine va permettre une interaction entre les plaquettes et une agrégation 

irréversible. L’obturation de la brèche vasculaire par le clou plaquettaire est la finalité de 

l’hémostase primaire (2). 

Figure 2 : Activation plaquettaie 

 

1.2. La coagulation 

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

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

participant à la coagulation sont des zymogènes de sérine protéase. Ces différents facteurs 

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

vitamine K dépendants nécessitent une gamma carboxylation des résidus glutamiques dans 

l’hépatocyte. Les différents facteurs de la coagulation vont de plus, induire une boucle 

d’amplification et d’activation des autres facteurs. 

Le processus de coagulation est finement régulé pour éviter tout risque thrombotique. 

Les principaux inhibiteurs sont la protéine C (PC), la protéine S (PS), le Tissu Factor Pathway 

Inhibitor (TFPI), l’antithrombine (AT). Ils agissent en inactivant directement les facteurs activés 

(AT et TFPI) ou en inactivant les boucles d’amplification (PC et PS). 

 

1.2.1. La voie endogène 

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

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

et permet la fixation du facteur XII (FXII) et de la prékallicréine (PK). La liaison du facteur XII 

induit une modification conformationnelle permettant l’activation de la PK en kallicréine, qui 

par un jeu d’hydrolyse et de rétrocontrole positif va convertir et activer le facteur XII (FXIIa). 

L’activité sérine protéase du FXIIa clive le facteur XI et celui-ci devient actif. Le FXI est le seul 

facteur de la coagulation à se présenter comme un homodimère avec un domaine Apple 

indispensable à la liaison avec le Gp1b plaquettaire, le facteur IX et le KHPM (3). Le FXI activé 

va à son tour, par l’intermédiaire de son domaine Apple, interagir avec le facteur IX (FIX) et 

l’activer. La présence de résidu gla obtenu par la gamma carboxylation du FIX est 

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

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

présence des premières traces de thrombine active le facteur VIII (FVIII), qui se lie au FIX par 

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

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

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

aboutir à l’activation de la prothrombine (FII) en thrombine (FIIa). Ce complexe est formé du 

FXa, de PL, de Ca2+ et du facteur V activé (FVa). Le Facteur V (FV) est dépourvu d’activité 

enzymatique comme le FVIII, mais il est le cofacteur du FXa en amplifiant son activité. Le FV 

est activé par les premières traces de thrombine, comme le FVIII. 

 

1.2.2.  La voie exogène 

La mise à nu du sous endothélium va s'accompagner d'un relargage de Facteur 

Tissulaire (FT) dans la circulation sanguine et entrainer une activation du facteur VII (FVIIa) (4). 

Le FVIIa va directement activer le facteur X qui rejoint la voie commune pour former le 

complexe prothrombinase et permettre de produire le FIIa. La formation de FIIa par la voie 

exogène s’accompagne d’un rétrocontrole positif et d’une boucle d’amplification de la 

coagulation (Figure 3). 
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Figure 3. Cascade de la coagulation 

1.2.3. Formation de fibrine 

Le fibrinogène est une glycoprotéine de 340 kDA, constituée de deux sous unités, 

chacune d’elles comportent trois chaines polypeptidiques (Aα, Bβ et γ). Ces chaines sont 

reliées entre elles par des ponts disulfures. Le fibrinogène comporte un domaine central E et 

deux domaines latéraux D. La thrombine clive le fibrinogène au niveau de l’exosite 1 et libère 

le fibrinopeptide A et B (5). La formation de fibrine insoluble commence par une torsion du 

double brin et les molécules de fibrine s’entrecroisent et se chevauchent. De manière 

concomitante, la thrombine active le facteur XIII (FXIIIa). Le FXIIIa et la présence de Ca2+ vont 

avoir pour effet de créer des liaisons covalentes entre les chaines γ de fibrine et permettre la 

stabilisation caillot de fibrine, empêchant l’hémorragie. 

 

1.2.4. Inhibition de la coagulation 

La régulation physiologique de la coagulation passe par différents mécanismes agissant 

à chaque étape de la cascade. L'un des premiers facteurs intervenant dans l'inactivation du 

facteur VII par complexation au FT est le TFPI (6). Le TFPI est synthétisé par les cellules 

endothéliales et sa capacité d’inactivation de la coagulation est lié à sa forme circulante.  Le 
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TFPI va tout d’abord se lier au FXa, puis se complexer au complexe FVII/FT, pour former un 

complexe quaternaire inactif.  

La formation de thrombine est aussi soumise à un rétro contrôle négatif sur la 

coagulation en se liant à la thrombomoduline (TM). La formation du complexe thrombine/TM 

permet la fixation de la PC à son récepteur endothélial (EPCR). La PC va alors s’activer (PCa) et 

s’associer à son cofacteur circulant sous forme active, la PS, et cliver le FVa et le FVIIIa. 

Le facteur d'inhibition majeur de la coagulation est l'antithrombine (AT) qui va inactiver 

la plupart des facteurs de la coagulation en formant des complexes inactifs (Figure 4). 

 

Figure 4. Schéma de l’inhibition de la coagulation 

 

1.2.6. Régulation de la fibrinolyse 

De façon physiologique, la lyse du thrombus et l’excès de dépôt de fibrine sont 

indispensables à la bonne reperméabilisation d’un vaisseau. Le facteur clé de la fibrinolyse est 

une glycoprotéine synthétisée par le foie, le plasminogène. Le plasminogène est activé par 

deux sérine-protéases synthétisées par les cellules endothéliales, le tissular plasminogen 

activator (tPA) et urinary plasminogen activator (uPA)(7). La plasmine prend alors la forme 

d’une glycoprotéine à deux chaines et régule positivement sa formation en clivant le pro tPA 

et le pro uPA. La plasmine se fixe alors à la fibrine et va hydrolyser les liaisons arginine et lysine 
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de la fibrine, mais aussi du facteur V et du facteur VIII. Il en résulte la formation de produits 

de dégradation de la fibrine (D dimères) et du fibrinogène (PDF). 

Pour éviter tout risque de dissémination du phénomène de fibrinolyse, les inhibiteurs sont 

présents en grandes concentrations dans le plasma. Les inhibiteurs ciblent soit directement la 

plasmine (alpha2-antiplasmine), soit ses activateurs (plamin activator inhibitor). Le complexe 

thrombine/thrombomoduline, intervenant dans l’activation de la protéine C, intervient aussi 

dans l’activation de l’inhibiteur de la fibrinolyse activable par la thrombine (TAFI). Cette 

métallocarboxypeptidase une fois activée (TAFIa) clive les résidus lysine C terminaux de la 

fibrine, qui est un support à l’action du tPA dans l’activation du plasminogène. Le TAFI tient 

un rôle important dans l’équilibre physiologique entre la coagulation et la fibrinolyse (8). 

2. La maladie thromboembolique veineuse 

2.1. Epidémiologie 

La maladie thromboembolique veineuse (MTEV) regroupe la thrombose veineuse 

profonde (TVP) et sa complication, l’embolie pulmonaire. La MTEV est un problème majeur 

de santé publique de par sa morbimortalité et le coût associé (9). C’est la troisième cause de 

mortalité cardiovasculaire après les accidents vasculaires cérébraux et l’infarctus du 

myocarde. L'incidence est de 146/100000 (10) et elle augmente avec l'âge (Figure 5). 

L’incidence est souvent sous-estimée. L'ensemble des facteurs favorisant la thrombose 

associe les variations hémodynamiques, l'altération de l'endothélium et l'hypercoagulabilité. 

Ces facteurs prédisposant sont connus depuis longtemps comme la triade de Virchow (11). 

Les études ont montré que le risque principal de thrombose était souvent lié à l'immobilisation 

prolongé, à la chirurgie, le cancer et la grossesse (12-15). 



 

30 

 

 

Figure 5. Incidence de la maladie thromboembolique veineuse (HEIT JA, 2016) 

En dehors de ces facteurs de risque temporaire, d’autres facteurs biologiques viennent 

se surajouter (16). La thrombophilie désigne les anomalies de l’hémostase prédisposant aux 

thromboses. Elle peut être constitutionnelle, avec des niveaux d’évidence variable de 

thrombose ou acquise (Tableau 1). La plupart du temps, les facteurs de risque biologiques 

s’additionnent avec les facteurs de risque temporaires (Tableau 2). 

 

 

Tableau 1. Facteurs de risques de MTEV (Rosendaal et al, 2009) 
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Tableau 2. Association des facteurs de risque de thrombose 

2.2. Facteurs de risque constitutionnels de thrombose 

2.2.1. Déficit en inhibiteur de la coagulation 

Un déficit en inhibiteur de la coagulation doit être recherché en cas de thrombose chez 

le sujet jeune avec une anamnèse familiale. Les déficits touchent l'AT, la PC et la PS.  

L'antithrombine est l'inhibiteur principal de la coagulation. Le premier cas de déficit en 

AT a été décrit en 1965 par Egeberg (17). Les déficits en AT peuvent être constitutionnels ou 

acquis (Tableau 3 et 4). Ce déficit est bien connu depuis plusieurs années, et peut être soit 

quantitatif (18) soit qualitatif avec des mutations sur le site catalytique. De nouvelles 

mutations sur le site HBS ont été décrites récemment dans les populations de l'Europe de l’Est 

et sont moins à risque de thrombose (19).  

 La PC et la PS sont des protéines vitamine k dépendantes de synthèse hépatique. Un 

déficit acquis peut se retrouver en cas d'insuffisance hépatique, de 

malnutrition/malabsorption ou de traitement par antivitamine K (AVK). Le déficit en PC a été 

décrit en 1981 par Griffin (20). Depuis, des mutations dans la région promotrice codant pour 

la PC ainsi que celle du gène de l'EPCR (tableau) (21) ont été décrites. Le déficit en PS a été mis 

en évidence en 1984 par Comp (22). Ces déficits sont associés à des risques et des pénétrances 

variables de thromboses.  
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Déficit AT Type I Type II RS Type II PE Type II HBS 

Activité 
cofacteur de 
l’héparine 

Diminuée Diminuée Limite Diminuée 

Activité 
progressive 

Diminuée Diminuée Limite Normale 

Antigène Diminuée Normale Limite Normale 

Risque 
thrombotique 

Important Important Variable Variable 

Tableau 3. Type de déficit en AT 

  

Tableau 4. Causes de déficits acquis en AT 

 

2.2.2. La mutation Leiden du facteur V 

La thrombine fixée sur la TM va activer la PC elle-même fixée sur son récepteur l’EPCR. 

Cette activation permet le clivage du facteur Va et du facteur VIIIa, qui amplifient la 

coagulation, en facteur V inactif et facteur VIII inactif. Une mutation a été décrite en 1994 par 

Bertina (23) et transforme l'arginine 506 du facteur V en glutamine. Il en résulte une résistance 

à la PCa (RPCa) par disparition du site de clivage sur le facteur V. Le FV Leiden est retrouvé 

chez 5% de la population caucasienne et dans 20% des étiologies de thrombose. Elle est dans 

la plupart des cas, associée à une situation provoquant des thromboses (chirurgie, 
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postpartum, voyage prolongé…) (16). Le risque de thrombose est multiplié par 7 à l'état 

hétérozygote, et par 80 à l'état homozygote. 

2.2.3. Mutation G20210A du gène de la prothrombine 

 La mutation G20210A du gène de la prothrombine a été décrite pour la première fois 

en 1996 par Poort et al (24). Elle est associée une augmentation de synthèse et du taux 

circulant de prothrombine. Elle est retrouvée chez 10% des patients ayant thrombosé et est 

associée à un risque 3 à 4 fois plus élevé de thrombose (25). 

 

 

Figure 6. Incidence de la premiere thrombose veineuse avec thrombophilie 

3. Le syndrome des antiphospholipides 

3.1. Généralité 

Les premiers APL ont été découvert en 1906 chez un patient syphilitique. Cette 

sérologie, qui ciblait la cardiolipine, est devenue une méthode de diagnostic connue sous le 

nom de Veneral Disease Research Laboratory (26). L’évolution des techniques de laboratoire 

a permis en 1983, grâce à Hughes et al (27), de mettre en évidence, avec plus de sensibilité, 

la présence des anticorps anticardiolipine (ACL) chez des patients atteints de lupus 

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

1990, un autre anticorps, l’anticorps anti béta-2-glycoprotéine 1 (β2GPI), a été mis en 

évidence dans les phénomènes de thrombose associé ou non aux ACL (28). Ces 2 auto 
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anticorps font partie des critères diagnostiques du SAPL avec le lupus anticoagulant (LA) (29). 

La présence d’APL n’est pas forcément pathologique, elle est souvent transitoire et 

asymptomatique, associée à des infections ou des prises médicamenteuses. 

 

3.2. Epidémiologie 

Le SAPL est une maladie auto immune systémique qui peut être soit primaire (50% des 

patients), soit secondaire à une autre pathologie auto immune. Le SAPL est secondaire à un 

LES dans 35% des cas (30) mais peut être associé à d’autres maladies auto immunes (tableau 

5). Ce syndrome touche principalement la femme jeune, avec une moyenne d’âge au 

diagnostic de 35 ans, et le sex ratio homme/femme est de 1/3,5 pour le SAPL primaire, et de 

1/7 pour le SAPL secondaire à un LES. La prévalence est estimée à 0,5%(31) et les APL peuvent 

être retrouvés de façon transitoire chez 5% de la population générale sans être associés à des 

complications cliniques. Cette présence est principalement due à des infections 

concomitantes ou des prises médicamenteuses (31). Il existe de très rares formes familiales 

de SAPL (32).  

 

Maladie sous-jacente Fréquence 

SAPL primaire 53.1% 

Lupus érythémateux systémique 36.2% 

Lupus like syndrome 5% 

Syndrome de Sjogren 2.2% 

Arthrite rhumatoïde 1.8% 

Sclérose systémique 0.7% 

Vascularite systémique 0.7% 

Dermatomyosite 0.5% 

 

Tableau 5. Epidémiologie des SAPL primaire et secondaire 
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3.3. Physiopathologie 

3.3.1. Les anticorps antiphospholipides 

La présence d’APL est indispensable au diagnostic du SAPL. Les 3 critères biologiques retenus 

pour le diagnostic sont les LA, les anti β2GPI et les ACL. L’un des mécanismes expliquant le 

pouvoir thrombogène de ces anticorps est la liaison des anti β2GPI à l’annexine V. L’annexine 

V a un rôle de « bouclier » de l’endothélium vasculaire en se liant à la phosphatidylsérine, et 

par un jeu de répulsion par des charges négatives, elle empêche la cascade de la coagulation 

(33). La présence des anti β2GPI explique le potentiel thrombogène de ces anticorps.  La 

présence de LA est fortement associée à un risque accru de thrombose aussi bien artérielle 

que veineuse (34). 

Il existe de nombreux autres auto anticorps retrouvés (35-37) (Tableau 6), avec un 

degré d’imputabilité dans le SAPL variable. Parmi ces auto anticorps, 

l’antiphosphatidyléthanolamine serait fortement lié au SAPL obstétrical, retrouvé 

régulièrement dans les pertes fœtales à répétition (38). 

 

Antiphosphatidyléthanolamine 
Antiprothrombine 
Antiannexine V 
Antivimentine 
Antithrombomoduline 
Antiannexine II 
Antiannexine I 

Tableau 6. Autres auto anticorps retrouvés ne participant pas au diagnostic de SAPL 

3.3.2. Thrombogénèse et atteinte endothéliale 

Les ‘’trigger ‘’ retrouvés pour le déclanchement du thrombus sont la présence d’une 

atteinte endothéliale et l’état procoagulant induit par la présence des anticorps. L’atteinte 

endothéliale est due à différents mécanismes : 

  - diminution du taux de monoxyde d’azote synthase endothéliale (39) 
  - augmentation de l’adhésion des monocytes à la surface endothéliale 

 - relargage de facteur tissulaire par les cellules endothéliales et les monocytes 
activés (40) 

 - résistance à la protéine C activée (41) 

 - dysimmunité avec activation du complément (42) 
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3.4. Manifestations cliniques 

3.4.1. Thrombose artérielle et/ou veineuse 

In vitro, les APL allongent le temps de céphaline+activateur, par liaison aux PL qui 

permettent normalement la stabilisation des facteurs de la coagulation vitamine K 

dépendants. Cet allongement est paradoxal, in vivo il y a formation de thrombose veineuse 

ou/et artérielle avec un odds ratio variable selon la localisation et le type d’anticorps APL (43) 

(Figure 7 et 8). A la différence des thrombophilies constitutionnelles, le SAPL est un facteur de 

risque persistant majeur de thrombose, comme le cancer en cours de chimiothérapie (44-46), 

avec un risque relatif de 2,1 à 8,5 selon les études. L’incidence de la survenue d’une première 

thrombose dès la mise en évidence des APL est en constante augmentation (incidence 

annualisée de 5.7%) et la présence d’une triple positivité des APL (LA, anti β2GP1 et ACL) 

augmente considérablement le risque de thrombose par rapport à la population normale et à 

des patients SAPL avec un seul Ac (47) (Figure 9).  

L’embolie pulmonaire (EP) est une manifestation clinique régulièrement retrouvé dans 

le SAPL. Elle peut être une présentation inaugurale du SAPL (49). Une étude effectuée sur 1000 

patients par Cervera et al retrouve 14,1% d’embolie pulmonaire au diagnostic (30). Les EP sont 

dans 38,9% des cas des complications de TVP (48).  

La probabilité de survie des patients SAPL à 10 ans est de 90,7% et la mortalité est 

principalement due aux événements thrombotiques (36,5%), aux infections (26,9%) et aux 

hémorragies (10%) (50). 
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Figure 7.  Risque de thrombose veineuse en fonction du type d’APL (Reynaud Q, Auto 

immun Rev, 2014) 

 

Figure 8.  Risque de thrombose artérielle en fonction du type d’APL (Reynaud Q, Auto 

immun Rev, 2014) 

 

Figure 9. Incidence d’évènement thrombotique en fonction de la positivité (Pengo V, Blood, 

2011) 

Evénements pour 

100 patients/an 
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3.4.2. SAPL obstétrical  

Le SAPL obstétrical est principalement caractérisé par des fausses couches à répétition 

par inflammation et obstruction des vaisseaux du placenta, ce qui va diminuer les échanges 

entre la mère et l’enfant (51). Des dépôts de fractions du complément ont été retrouvés dans 

les placentas de patientes ayant fait une fausse couche (52), ce qui tend à prouver le rôle 

inflammatoire et activateur du complément dans le SAPL obstétrical. L’étude prospective 

menée par Lockshin et al a montré que la présence d’un LA était plus fortement associé à des 

fausses couches que les autres APL (8% pour les ACL vs 43% pour le LA) (53). La présence d’APL 

est associée à un risque de mort fœtale in utéro important : risque relatif de 5,09 pour les IgG 

ACL et 2,87 pour les IgG anti-β2GPI. Les IgM ne semblent pas impliquées (54). Le risque de pré 

éclampsie sévère est aussi augmenté avec des odds ratio qui passent de 2,86 à 11,56 si il y a 

présence d’ACL ; par ailleurs 20% des pré éclampsies sévères, avant 34 semaines 

d’aménorrhée, avaient des APL (contre 6% après 34 semaines). La présence d’anticorps 

antiphosphatidyléthanolamine a aussi été mis en évidence dans les fausses couches précoces 

et tardives (55). 

3.4.3. Manifestation non thrombotique ou localisation atypique 

La présence d’APL peut entrainer une atteinte d’organe non spécifique (Tableau 7). 

Elle peut être due à des micro thrombi, mais la présence de thrombus n’est pas forcément 

retrouvée (56). Un suivi de patient ayant un SAPL primaire sur 10 ans réalisé par Cervera et al 

(49) a mis en évidence l’apparition d’atteinte cutanée, cardiaque ou neurologique non 

associée à un phénomène thrombotique (Tableau 8). Les atteintes pulmonaires 

(hypertension, hémorragie intra alvéolaire) sont principalement des complications d’embolie 

pulmonaire (50).  Il existe une forme particulière de SAPL : le syndrome de Sneddon.  Il associe 

un livedo étendu avec un AVC. Il touche principalement la femme entre 20 et 40 ans, et la 

présence d’APL est retrouvée dans 40 à 50% des cas (57). 
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Localisation Complication 
Obstétricale Perte fœtale, éclampsie, HELLP syndrome 
Pulmonaire Hypertension pulmonaire, hémorragie intra 

alvéolaire, syndrome de détresse 
respiratoire 

Cardiaque Lésions valvulaires 
Système nerveux central Chorée, épilepsie, myélite transverse, 

pseudo sclérose en plaques 
Osseuse Ostéonécrose 
Cutané Livedo reticularis, vascularite 
  

Tableau 7. Localisation atypique ou non thrombotique du SAPL 

 

Manifestation Clinique Au bout de 10 ans (%) 

Livedo reticularis 8,7 

AVC/AIT 5,3/4,7 

Epilepsie 3,2 

Ulcères cutanés 3,1 

Dysfonction/épaississement 
valvulaire 

4,6 

Végétation 2,1 

Infarctus du myocarde 1,9 

Thrombopénie (<100G/L) 8,7 

AHAI 4,0 

Tableau 8. Manifestation clinique 10 ans après le diagnostic 

3.4.4. Syndrome catastrophique des antiphospholipides 

Une forme rare du SAPL, nommée syndrome catastrophique des antiphospholipides 

(SCAPL) est caractérisée par la survenue concomitante de thrombus dans la microcirculation 

en de multiples localisations, induisant des défaillances multi-viscérales. Cette forme rare 

touche 1% des patients SAPL mais est associée à 40% de mortalité (58). Le facteur déclenchant 

régulièrement retrouvé est une infection associée à un syndrome de réponse inflammatoire 

systémique, une synthèse accrue de cytokines (Interleukine (IL)1, IL6, Tumor Necrosis Factor 

α) et une liaison des anticorps antiphospholipides aux Toll Like Receptor (TLR) (principalement 

TLR 4) induisant la cascade inflammatoire (59). Les localisations sont multiples (Tableau 9) et 

aboutissent soit à des thromboses, soit des hémorragies (58). 
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Rein 71% 
Foie 64% 
Système nerveux central 62% 
Cœur 51% 
Peau 50% 
Foie 33% 
Tractus gastro intestinal 25% 
Thrombose veineuse 23% 
Rate  19% 
Surrénale 13% 
Thrombose artérielle 11% 
Pancréas 8% 
Rétine 7% 
Système nerveux périphérique 5% 
Moelle osseuse 4% 

Tableau 9. Atteinte organique au cours du SCAPL (Nayer, J Nephropathol, 2014) 

3.5. Diagnostic 

C’est en 1998 qu’une première classification a été établie pour poser le diagnostic de 

SAPL (60). La classification de Sapporo a ensuite fait place en 2006 aux critères de classification 

de Sydney (29) avec pour principale modification une persistance d’APL à 12 semaines. Le 

diagnostic associe des critères cliniques et des critères biologiques. 

3.5.1. Critères cliniques 

Les critères cliniques sont soit la présence d’une thrombose, soit une morbidité 

gravidique. La présence d’un thrombus veineux, artériel ou de la microcirculation, doit être 

objectivée soit par imagerie, écho-doppler ou histologie. Les thromboses veineuses 

superficielles sont exclues (Tableau 10). 

La présentation clinique du SAPL obstétrical varie en fonction du terme de la grossesse 

(Tableau 10) et n’est pas forcément associée à des antécédents de thrombose (61). 
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Tableau 10. Critères diagnostic du SAPL 

Le diagnostic d’un SCALP associe principalement des atteintes multi organiques et la 

présence d’APL d’après les critères Asherson et al établies en 2003 (tableau 11) ( 62). 

Critères de classification : 
1. Atteinte d’au moins 3 organes, systèmes et/ou tissus 
2. Développement des symptômes simultanément ou en moins d’une semaine 
3. Confirmation anatomopathologique d’une occlusion de petits vaisseaux dans 

au moins un organe ou tissu. 
4. Confirmation biologique de la présence d’anticorps antiphospholipides 

(présence d’un anticoagulant circulant de type lupique et/ou d’un anticorps anti-
cardiolipines) 

 

 

 

SCAPLC certain : présence des 4 critères. 
SCAPL probable : 

• Présence des critères 2, 3 et 4 mais atteinte de seulement 2 organes, systèmes 
ou tissus 

• Présence des critères 1, 2 et 3, mais absence de confirmation biologique à au 
moins 6 semaines d’intervalle, due au décès précoce d’un patient jamais testé pour la 
présence d’anticorps antiphospholipides avant la survenue du SCAPL 

•  Présence des critères 1, 2 et 4 
•  Présence des critères 1, 3 et 4, avec développement du 3e événement clinique 

en plus d’une semaine mais moins d’un mois, en dépit du traitement anticoagulant. 
 

Tableau 11. Critères diagnostic du SCAPL 
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3.5.2. Critères biologiques 

3.5.2.1 Le Lupus anticoagulant 

 
La présence d’un lupus anticoagulant (aussi appelé anticoagulant circulant (ACC) ou 

inhibiteur phospholipides-dépendant) est régulièrement retrouvée. Elle entraine un 

allongement du TCA. Les anticorps se lient aux PL permettant la stabilisation et l’activation 

des différents facteurs de la coagulation qui entraine une formation de fibrine ralentie.  

La détection de l’anticoagulant lupique se fait en plusieurs étapes : le dépistage, la 

démonstration d’un effet inhibiteur et la confirmation. Elle nécessite la réalisation de deux 

tests de coagulation (lors de l’étape de dépistage) basés sur des principes différents. La 

sensibilité et la spécificité de la recherche de l’anticoagulant lupique en général varient 

respectivement de 82 % à 99 % et de 88 % à 99 %. Les techniques doivent suivre les 

recommandations de l’International Society of thrombosis and hemostasis (63).  

Un test permettant de s’affranchir de la présence d’Ac anti facteur de la coagulation 

est le temps de venin de vipère Russel dilué (DRVVT). Ce test présente l’avantage d’être plus 

sensible (96-100%) et plus spécifique (60-73%) que les autres tests (64-65). Le venin permet 

d’activer directement le facteur X en présence d’une faible concentration en phospholipides, 

et est peu sensible aux déficits constitutionnels ou acquis des facteurs VIII et IX.  

Le 2e test recommandé est un temps de céphaline avec activateur (TCA) réalisé en présence 

d’une faible concentration en phospholipides, et de silice comme activateur (TCA « sensibilisé 

»). 

Dans les deux cas, DRVVT et TCA « sensibilisé », une épreuve de mélange du plasma à 

tester avec un plasma témoin pauvre en phospholipides est réalisée, l’absence de correction 

permettant de conclure à une inhibition de la coagulation.  Une formule permet de de calculer 

l’indice de Rosner pour mettre en évidence la présence d’ACC  

(Tableau 12). 

Si l’un des tests de dépistage est positif, un test de confirmation est réalisé prouvant 

que l’inhibiteur est dépendant de la concentration en phospholipides. Le test de confirmation 

recommandé en première intention est le DRVVT, cette fois réalisé en présence de fortes 

concentrations de phospholipides (Figure 10). La positivité de ces différents tests met en 

évidence un inhibiteur phospholipides dépendant, un LA. 
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Indice de Rosner= TCA mélange -TCA témoin 
         TCA patient 
 

Indice de Rosner Interprétation 

<12% Absence d’Acc 

Entre 12% et 15% Douteux, à recontrôler 

>15% Présence d’un Acc 

Tableau 12. Indice de Rosner mettant en évidence un ACC 

 

 

 

 

 

3.5.2.2. Les ACL et les antiβ2GPI 

La recherche de d’ACL et d’anti-β2GPI doit s’effectuer par des méthodes ELISA 

standardisées selon les recommandations européennes (66). Le diagnostic biologique se fait 

par : 

Figure 10. Validation d’un DRVVT 
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– présence d’un ACL (dirigés contre les complexes cardiolipine/anti-β2GPI) d’isotype 

IgG et/ou IgM, à des taux moyens à élevés (> 40 GPL ou MPL, ou > 99e percentile) dans le 

plasma ou le sérum, de titre moyen ou fort, détecté à deux reprises ou plus, à plus de 12 

semaines d’intervalle, à l’aide d’un test ELISA « standardisé » 

– présence d’un anticorps anti-β2GPI d’isotype IgG et/ou IgM, à des taux > 

99e percentile, dans le plasma ou le sérum, détecté à deux reprises ou plus, à plus de 12 

semaines d’intervalle, à l’aide d’un test ELISA « standardisé ».  

3.6. Traitement 

3.6.1. Thrombose artérielle et veineuse 

3.6.1.1. Prévention primaire 

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

La prévention primaire reste controversée. Une étude multicentrique menée par Erkan et al 

n’a pas mis en évidence de bénéfice d’un traitement par faible dose d’aspirine chez les 

patients asymptomatiques (67). Toutefois, chez les patients à haut risque (triple positivité 

avec LA+ACL+antiβ2GP1), il est recommandé une faible dose d’aspirine au long cours (68). Les 

recommandations actuelles sont un contrôle des facteurs de risque cardiovasculaires et une 

thromboprophylaxie lors des situations à risque (immobilisation, chirurgie, contraception 

grossesse) (46).  

3.6.1.2. Prévention secondaire 

Le traitement de choix pour une thrombose veineuse est un traitement par anti 

vitamine K avec un INR cible entre 2 et 3. Il a clairement été démontré qu’un INR plus élevé 

expose à un risque majoré d’hémorragie sans diminuer le risque de récidive de thrombose 

(69-70). La durée de l’anticoagulation est définie au cas par cas en prenant en compte le risque 

cardiovasculaire et le type d’APL. Un score de risque a été défini en fonction de ces paramètres 

(Tableau 13), le score GAPSS, qui définit les patients à fort risque thrombotique si le score est 

supérieur à 11 mais la sensibilité de ce score est de 71% et la spécificité de 79% chez le LES 

(71).  

Récemment, une nouvelle thérapeutique a été essayé, l’hydroxychloroquine (HCQ). 

Cette molécule est connue depuis longtemps et est le traitement de première intention dans 
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le LES (72). Ses propriétés immunomodulatrices et anti-inflammatoires entrainent une 

diminution du taux d’IL1, IL6, du récepteur soluble de l’IL8 et du récepteur soluble de l’IL2, 

ainsi qu’une diminution d’activation des TLR (73). L’HCQ peut aussi avoir pour propriété de 

diminuer le LDL cholestérol et d’augmenter le HDL, ce qui participe à une diminution du risque 

athéromateux (74). Un essai réalisé par Schmidt-Tanguy A et al réalisé chez des patients SAPL 

à manifestations veineuses (manifestations artérielles et obstétricales exclues) a démontré 

une diminution de récidive de thrombose chez les patients traités par AVK+HCQ (0%) vs AVK 

seul (30%) (75). Des essais sur de plus larges cohortes ainsi que sur des thromboses artérielles 

doivent être menés pour évaluer le potentiel de l’HCQ dans cette pathologie. 

D’autres essais thérapeutiques sont en cours d’évaluation (statines et rituximab). 

 

Paramètre Coefficient 

Hyperlipidémie 3 

Hypertension artérielle 1 

ACL IgG/IgM 5 

IgG/IgM anti-β2GPI 4 

Anti phosphatidylsérine/prothrombine IgG/IgM 3 

ACC 4 

Tableau 13. Critère score GAPSS 

3.6.2. SAPL obstétrical 

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

premiers essais de traitement reposaient sur l’administration de corticoïdes pendant la 

grossesse (76), avec tous les effets indésirables associés et des résultats non significatifs (77). 

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

résultats (76,5% de grossesse arrivant à terme dans le groupe traité vs 8,5% dans le groupe 

non traité) (78). Devant les propriétés anti-inflammatoires et inactivatrices du complément, 

qui interviennent dans la physiopathologie du SAPL obstétrical, un essai comparant l’héparine 

à la prednisone, les deux associés à de faible dose d’aspirine, a démontré qu’il n’y avait pas de 

différence significative entre les deux molécules (75% de grossesse à terme), mais il y avait 

moins d’effets indésirables et de morbidité associé pour la mère et le fœtus à l’utilisation de 

l’héparine (79). Le traitement associant héparine/héparine de bas poids moléculaire et 

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

réfractaire. De nouvelles données ont démontré l’intérêt de l’HCQ dans ces grossesses. 

L’association HCQ avec l’héparine et aspirine faible dose a permis de diminuer les pertes 

fœtales de 81% à 19% (80).  

3.6.3. le SCAPL 

Le traitement d’un SCAPL est une urgence absolue devant le taux de mortalité élevé. 

Le problème du traitement du SCALP est aussi l’absence d’étude contrôlée. Le traitement 

associe principalement l’administration d’anticoagulant (héparine intra veineuse (IV)) avec 

des immunosuppresseurs (corticoïdes à fortes doses ou cyclophosphamide IV) (81). Les 

échanges plasmatiques ont aussi un rôle important dans la prise en charge en diminuant le 

taux d’APL et la réaction inflammatoire (82).  Le traitement de seconde ligne repose sur des 

immunomodulateurs tels que le rituximab ou l’éculizumab. 

4. Modèle murin de SAPL 

Les modèles murins ont permis d’avoir une meilleure compréhension de la 

physiopathologie du SAPL. La principale méthode d’obtention de ce modèle est l’injection 

d’APL de patient SAPL à des souris. Ces modèles ont permis de démontrer que la présence 

d’APL induit une hyperplasie néo-intimale après lésion endothéliale et est associée à une 

inhibition de la réparation endothéliale (83). Il a aussi été démontré que la présence d’APL 

induisait une diminution de la relaxation vasculaire couplée aux prostaglandines et un 

moindre effet de l’oxyde nitrique (84). L’HCQ a aussi été essayé dans ce modèle, prouvant une 

diminution de la taille du thrombus chez les souris SAPL (85) 

L’équipe du laboratoire INSERM U1096 a mis en évidence dans un modèle murin que 

l’effet des APL (augmentation de la production de molécules d’adhésions, de la production 

d’oxyde nitrique synthétase inductible (iNOS) et diminution la relaxation vasculaire) était 

reversé par un traitement par anti TNFα (86). Dernièrement, ils ont démontré qu’un 

traitement par HCQ dans ce modèle de SAPL modulait la production de TLR 4 par ces anticorps, 

diminuait la taille et la formation de thrombus, et la production de FT. 

L’évaluation de l’HCQ dans un modèle murin de SAPL est une étude pré clinique pour un 

essai thérapeutique chez des patients SAPL artériels dont le but est de diminuer le risque de 

récidive de thrombose et l’impact vasculaire des APL, l’essai APLAQUINE.  
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 5. Le test de génération de thrombine 

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

prothrombine (TP) et temps de céphaline avec activateur (TCA) sont standardisés pour 

permettre une évaluation globale de la coagulation en explorant la voie endogène et exogène 

de la coagulation, mais ces tests sont mis en défaut car la réaction s’arrête quand le caillot est 

formé (5% de thrombine formé) et ils n’évaluent pas le potentiel activateur et inhibiteur de la 

thrombine dans la coagulation. 

Le TGT est un test qui a plus de 50 ans. Il était utilisé avant l’apparition du TP et TCA 

pour évaluer les maladies hémorragiques (87). L’évolution technologique et de meilleures 

connaissances de la coagulation ont contribué à faire renaitre cette technique. L’équipe de 

Hemker a contribué à cette réutilisation en automatisant la méthode (calibrated automated 

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

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

en quantité de thrombine (88). 

5.1. Principe du test de génération de thrombine 

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

plaquettes (PRP). Le plasma est mis soit au contact d’un activateur de la coagulation (FT±PL), 

soit d’une quantité fixe de calibrateur. La réaction commence lorsque l’automate distribue un 

mélange de calcium et de substrat fluorescent (Figure 11). Le substrat spécifique, l’amino-

méthyl-coumarine (Z-Gly-Gly-Arg-AMC) est clivé par la thrombine formée et converti en 

niveau de fluorescence. L’utilisation d’un calibrant permet de s’affranchir de plusieurs 

paramètres pouvant modifier les résultats : 

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

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

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

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

substrat et de filtre interne 

- La présence d’AT et d’héparine, empêchant la coagulation 
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- Un calibrateur équivalent de la thrombine, permettant de calibrer l’activité 

amidolytique de la réaction. Il sert de référence et, grâce au logiciel du 

thrombinoscope, convertit en concentration molaire de thrombine tout en 

palliant l’effet de la consommation de substrat, les variations du plasma (ictère, 

lactescence) et l’usure de la lampe. 

 

 

 

PPP reagent 

thrombin calibrator 

Figure 11. Méthodologie de la génération de thrombine 

5.2. Mesure et correction du logiciel 

5.2.1. Correction de l’effet filtre 

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

thrombine formée. La réaction dans le puit du calibrateur permet d’obtenir comme seule 

activité enzymatique la conversion du substrat. La cinétique de transformation et d’émission 

du fluorophore devrait être linéaire, mais la consommation de substrat, mis en quantité fixe, 

diminue cette production et si la thrombine formée est trop importante, le fluorophore est 

produit en trop grande quantité et la mesure de fluorescence est sous-estimée (effet filtre). 

Le programme corrige et transforme la courbe non linéaire de fluorescence en une droite. 

5.2.2. Dérivée primaire de fluorescence corrigée 

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

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

représente la fluorescence par minute. 

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

La thrombine forme physiologiquement un complexe avec son inhibiteur principal, 

l’AT. Une partie de la thrombine générée se lie à l’2M et possède la capacité de continuer à 

convertir le substrat fluorogénique. La conversion du substrat va continuer alors que la 

thrombine n’est plus produite. Il en résulte un décalage de la courbe avec modifications des 

Libération de Gly-Gly-Arg-AMC  

et quantification de fluorescence 

Début de réaction 

Plasma±PCa 

 

Distribution de Flucat 
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données du thrombinogramme. Le logiciel corrige les résultats en prenant en compte l’activité 

2M-thrombine et en la soustrayant à l’activité thrombine+ 2M-thrombine. 

 

 

  Figure 12. Paramètres du thrombinogramme  

Ensemble des paramètres du thrombinogramme (Figure 12) 

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

formation du caillot et de génération de thrombine. C’est ce qui est mesuré 

lors d’un TP et TCA 

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

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

concentration maximale de thrombine 

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

courbe représentant la quantité totale de thrombine formé pendant le test 

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

partir de la formule=
𝑃𝑖𝑐

𝑇𝑒𝑚𝑝𝑠 𝑎𝑢 𝑝𝑖𝑐−𝑡𝑒𝑚𝑝𝑠 𝑑𝑒 𝑙𝑎𝑡𝑒𝑛𝑐𝑒
 et représente la 

cinétique de formation de thrombine 
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Ces différents paramètres permettent la distinction entre les profils normaux, 

hypocoagulables ou hypercogulables (Figure 13). 

  

Figure 13. Profil de coagulation dans le TGT 

5.3. Aspect méthodologique 

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

technique, de nombreuses études ont été faites pour évaluer l’intérêt du TGT dans la mise 

en évidence du risque thrombotique et hémorragique. Le nombre d'essais cliniques étant en 

augmentation, une standardisation des protocoles a été nécessaire pour comparer les 

études. Dargaud a mené une étude multicentrique, auquel le laboratoire d’hémostase du 

CHU de Rouen a participé, pour comparer les méthodes et réactifs utilisés pour tenter 

d'effectuer une évaluation des bonnes pratiques (89) et le meilleur moyen de standardiser la 

technique est d'utiliser un témoin interne du laboratoire.  

5.3.1. Le type de tube 

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

conditions pré-analytiques pouvant interférer, l’utilisation d’un tube Monovette© diminue les 

différents paramètres mesurés comparé à un tube Vacutainer©. Cette différence est due à la 

différence de pression dans les tubes. 
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5.3.2. La concentration en FT 

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

de diminuer l’influence du FT recueilli lors du prélèvement. De faibles concentrations en FT (1 

pM) se rapprochent des conditions physiologiques alors que de plus fortes concentrations 

influencent la taille du pic et le temps de latence (90). Les fortes concentrations sont 

principalement utilisés pour évaluer la voie exogène ou étudier des prélèvements de patients 

anti coagulés. 

5.3.3. La concentration en PL 

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

directement présents lorsque le test se fait sur plasma riche en plaquettes par des 

mécanismes de flip flop extériorisant les PL des plaquettes. Dans le cas du plasma pauvre en 

plaquettes, l’ajout de PL synthétiques ou des microvésicules plaquettaires est nécessaire. 

Selon Gerotziafas et al, une concentration égale ou supérieure à 4µM de PL synthétiques 

permettait d’obtenir un effet seuil et une reproductibilité des résultats (91). Des 

concentrations plus faibles en PL diminuent tous les paramètres du thrombinogramme, 

l’apport en PL étant indispensable à l’action des facteurs vitamine K dépendants.  

Les PL ne sont pas nécessaires pour le TGT sur PRP, les PL étant apportés par les 

plaquettes. 

5.3.4. Evaluation de la RPCa 

Le TGT permet aussi d'évaluer de façon dynamique les processus inhibiteurs de la 

coagulation.  L'adjonction de TM ou de PCa à la réaction permet d'évaluer la cinétique et de 

mettre en évidence une RPCa comme dans le cas de la mutation Leiden du FV. Les conditions 

standards ne permettent pas d’évaluer pleinement l’action de la PCa, par absence de paroi 

vasculaire dans le milieu réactionnel où est fixé la TM ou l’ePCR qui est indispensable à 

l’activation de la PC. La TM a un inconvénient qui est une mauvaise reproductibilité entre les 

réactifs. 

5.4. TGT et MTEV 

Le TGT, du fait de la possibilité d'étudier globalement l'hémostase, tient un rôle 

particulier dans l'étude de la maladie thrombo embolique. Chez les patients avec une 
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thrombose artérielle ou veineuse documentée, le risque de récidive a été étudié par de 

nombreuses équipes. Hron et al ont essayé de définir des seuils pour une récidive chez des 

patients à faible risque de thrombose (92). D’autres études vont dans ce sens (93-94), mais 

les dernières données semblent montrer que le risque de récidive ne peut être estimé par le 

TGT (95) mais qu’un ETP augmenté pourrait prédire la survenue d’une première thrombose 

(96).  

Les causes de thrombophilies constitutionnelles ou acquises ont aussi été étudiés et 

ont un impact sur le TGT (Tableau 14) (97-98). Le déficit en PC nécessite la présence de TM 

pour observer une modification du thrombinogramme. 

 

Thrombophilie Temps de 
latence 

ETP Pic RPCa 

Déficit en 
antithrombine 

Normal Augmenté Augmenté Normale 

Déficit en protéine C Normal Normal Normal Normale 

Déficit en protéine S Diminué Augmenté Normal Augmenté 

Mutation Leiden FV Normal Normal Normal Augmenté 

Mutation 20210A 
prothrombine 

Normal Augmenté Augmenté Augmenté 

Tableau 14. Impact des thrombophilies sur le test de génération de thrombine 

5.5. TGT et SAPL 

Actuellement, le suivi du SAPL ne porte que sur le dosage et la présence d'APL chez les 

patients. Il n'existe pas de test permettant d'évaluer l'activité de la maladie.  

 Le TGT a été utilisé dans le SAPL. Les résultats connus depuis quelques années 

sont un allongement du temps de latence (expliqué par l'action des APL sur les PL) et une RPCa 

(99).  Les techniques se font soit sur PPP, soit sur PRP avec une sensibilité supérieure sur PRP. 

Des essais ont été conduits pour prédire la survenue de thrombose chez les patients SAPL 

(100) et corréler l'INR avec le TGT chez les patients SAPL traités par AVK (101). Il n'y a par 

contre, pas d'étude sur le risque de récidive qui est important dans cette pathologie et les 

études ne sont pas standardisées en ce qui concerne les concentrations en FT, PL et PCa. 
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5.6. TGT et modèle murin de SAPL 

 Un essai de standardisation du TGT sur du PPP a été fait en 2008 sur un modèle 

murin de mutation Leiden du facteur V (102). Depuis, deux autres équipes ont utilisé le TGT 

dans des modèles murins avec anomalies constitutionnelles. Les tests ont été réalisé sur sang 

total (103) et sur PRP (104). 

Il n’y a par contre aucun essai préclinique ou étude de pathologie acquise dans ces 

différents essais. 
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II. Objectifs 

 

Ce travail de thèse d’exercice associe une étude d’un modèle murin et de patients SAPL. 

Pour le modèle murin, le test de génération de thrombine n’a été étudié qu’une seule fois sur 

plasma, nous avons pour but de valider cette méthode pour évaluer le potentiel thrombogène 

chez la souris.  Les objectifs sont : 

 -Mise au point du test de génération de thrombine dans un modèle murin 

 -Evaluation du test de génération de thrombine dans un modèle murin de SAPL et 

patients SAPL traités par HCQ 

 -Evaluation de facteur pro et anticoagulant dans le plasma 

 

Les études chez l’Homme ont principalement été faites chez les SAPL thrombotiques, l’objectif 

de cette étude est d’étudier les paramètres du thrombinogramme en fonction des différents 

types de SAPL. Une étude des données permettra d’évaluer l’intérêt du TGT dans la prédiction 

du risque de récidive et comme marqueur d’activité de la maladie. 

  

  



 

55 

 

 

III. Matériel et méthode 

 

1. Modèle murin de SAPL 

L'unité INSERM U1096 a développé un modèle murin de SAPL en utilisant des 

immunoglobulines (Ig) purifiées à partir de plasma de patients ayant les critères de 

classification de Sydney. Les patients ont exclusivement des anti-β2GPI. Des plasmas de 

donneur sain sont utilisés comme témoin. 

1.1. Purification des IgG 

Les Ig sont purifiées sur colonne de chromatographie d'affinité protéine G sepharose 

(Nab prot G spin column, Fischer Scientific France) et resolubilisées dans une solution saline 

tamponnée de phosphate (PBS).  Un dosage des IgG purifiées a confirmé la présence des anti-

β2GPI. 

1.2. Préparation de l'hydroxychloroquine 

Les comprimés d'HCQ (Plaquenil©, Sanofi Aventis, France) contenant 200 mg de 

principe actif sont broyés et solubilisés dans une solution de NaCl 0,9% concentrée à 1mg/ml. 

1.3. Préparation des souris et recueil des échantillons 

Des souris males C57BL/6 sont obtenues de Janvier (Le Genest Saint Isle, France) et 

gardées dans l'animalerie de la faculté de Médecine Pharmacie de Rouen. Les souris sont 

injectées soit avec des IgG purifiées anti-β2GPI (groupe SAPL), soit avec des IgG de donneurs 

sains (groupe contrôle). Les injections se font à l'aide d'une seringue à Insuline (29 G, 

Myjector® U-100 INSULIN) par voie intrapéritonéale.  Les souris traitées par HCQ le sont par 

sonde gavage à une dose 12µg/g. 

Le prélèvement est réalisé dans la veine cave à J+7 après anesthésie par xylazine à 

3,6mg/kg (Rompum 2%, Bayer, France) et 90mg/kg de kétamine (Imalgène 1000, Merial, 

France).  La seringue de prélevement contient 3,2 % de citrate trisodique (1/10 volume). 
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Le sang total est centrifugé 15 minutes à 2250g et le surnageant est centrifugé 5 min à 

13000g pour obtenir le PPP. Le PPP est congelé à -80°C jusqu’à utilisation. 

 

2. Population étudiée 

2.1. Patients SAPL 

Les patients SAPL sont prélevés au sein de l'unité d'Hémostase vasculaire ou dans le 

service de Médecine Interne lors de consultation de suivi. Les patients répondent aux critères 

de classification de Sydney (SAPL obstétrical ou thrombotique). Une partie des patients ne 

répond pas aux critères de Sydney, ayant d'autres Ac que les LA, les ACL et les anti-β2GPI ou 

présentant les critères biologiques sans critère clinique (SAPL biologique). 

Les patients sont regroupés en fonction du type de SAPL (obstétrical, thrombotique, 

biologique, secondaire). Les patients sont exclus si il y a une autre thrombophilie (déficit en 

protéine C, protéine S, antithrombine, mutation Leiden du facteur V et mutation 20210A du 

gène de la prothrombine), si ils sont sous anticoagulant. Les D dimères ont été dosés en 

parallèle pour évaluer l’activation de la coagulation. 

Les prélèvements ont été fait sur tubes en plastique (Venosafe Plastic tube, terumo, 

Japon) contenant 0,109M de citrate trisodique (1/10). Les plasmas ont été doublement 

centrifugés et congelés à -80°C jusqu'à utilisation. 

 Une demande est effectuée lors des consultations des patients pour nous 

autoriser à conserver du plasma pour d'éventuelles travaux de recherche. Cette étude 

rétrospective se fait sur des patients SAPL venus entre le 1 er janvier 2012 et le 30 septembre 

2015 en consultation. 

2.2. Patients APL thrombotiques 

Sur le même principe que les patients SAPL, des patients ayant des APL autres qu’un 

LA, un ACL ou anti-β2GPI, sont vus en consultation et suivis dans notre unité. Ces patients ne 

répondent pas aux critères de Sydney, mais ils ont des antécédents de thrombose 

idiopathique, ne pouvant être rattachés à une autre thrombophilie. Les méthodes de 

préparation du plasma et le consentement est le même que les patients SAPL. 
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2.3. Pool témoin 

 Le pool de plasmas témoins est préparé dans l’Unité d’hémostase à partir de 

plasmas d'adulte de sexe masculin et féminin de tout âge. Le prélèvement se fait sur tubes en 

plastique (Venosafe© Plastic tube, Geiner, Japon) contenant 0,109M de citrate trisodique 

(1/10). Les plasmas sont doublement centrifugés et congelés à -80°C jusqu'à utilisation. 

Un dosage de TP, TCA et fibrinogène a été effectué pour vérifier si les donneurs sains 

n'ont pas de déficit en facteur de la coagulation ou d'ACC. 

3. Test de Génération de Thrombine 

Le TGT est effectué avec un Fluoroscan Ascent® fluorometer (Thermoscientific 

Labsystems, Helsinki, Finland) et les calculs sont effectués grâce au logiciel Thrombinoscope™ 

software (Thrombinoscope BV, Maastricht, The Netherlands). 

3.1. Modèle murin de SAPL 

La mise au point de la méthode dans le modèle murin de SAPL a nécessité de faire 

varier les concentrations en FT et PL (Tableau 15), la quantité de plasma et l’ajout de PCa. 

Le protocole de préparation de plaques pour mesure a été le suivant : 

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

ou 20µl de calibrant (Thrombin calibrator, Diagnostica Stago, Asnieres, France) 

 - ±10µl PCa a une concentration de 25 nM préparée à partir d'un concentré de 

PCa à 720nM (don de l'Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale, U1116, 

Nancy, France) 

 - Ajout de PPP (20µl ou 80µl) 

 - Distribution de 20µl de FLUCAkit™(FLUCAkit™, Diagnostica Stago, Asnières, 

France) contenant le substrat fluorogénique (Z-Gly-Gly-Arg- AMC) et le chlorure de calcium 

pour démarrer le test 

Chaque souris est passée en duplicate (2 puits par souris) et la mesure sur échantillon 

avec et sans PCa est effectuée sur la même plaque. 
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La mesure de la résistance à la PCa a été calculée et normalisée par la formule :  

nRPCa=
(souris ETP +PCa /souris ETP –PCa)

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

 

FT (en pM ) PL (en µM) 

1 4 

1.25 1 

5 1 

5 4 

Tableau 15. Différentes concentrations en FT et PL utilisées 

Le nombre de souris était de 4 dans le groupe contrôle, 4 dans le groupe SAPL+HCQ et 5 dans 

le groupe SAPL. 

3.2. Patients SAPL et APL thrombotiques 

Pour chaque série de patient SAPL, le pool de plasmas témoins a servi de contrôle de 

qualité interne pour vérifier qu'il n'y avait aucune dérive entre les manipulations. 

Le principe de préparation de la plaque est le suivant : 

 -20µl de mélange FT et PL (PPP low reagent, Diagnostica Stago, Asnieres, 

France) ou 20µl de calibrant (Thrombin calibrator, Diagnostica Stago, Asnieres, France) 

 - +/-10µl PCa a une concentration de 6,7 nM 

 -80µl de PPP de patient ou contrôle passé en duplicate 

 - distribution de 20µl de mélange fluorochrome calcium pour commencer la 

réaction 

4. Dosage des APL et des protéines inhibitrices de la coagulation  

4.1. Recherche d'un Lupus anticoagulant 

 La mise en évidence d'un LA par le test PTT-LA (Diagnostica Stago, Asnières, 

France). Il s'agit d'un TCA sensibilisé à la présence d'un anticoagulant lupique. 

 Les tests de confirmation sont un DRVVT (DRVVT screen, Diagnostica Stago, 

Asnières, France) et un DRVVT de confirmation (DRVVT confirm, Diagnostica Stago, Asnières, 
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France). La technique de confirmation contient une quantité plus importante de PL pour 

mettre en évidence la nature phospholipide dépendante de l'ACC. 

 

4.2. Dosage des anti-β2GPI et ACL 

Les ACL IgM (QUANTA lite IgM ACA III, Inova, WERFEN,Le Pré saint Gervais, France) et 

ACL IgG (QUANTA lite IgG ACA III, Inova, WERFEN,Le Pré saint Gervais, France) ont été 

recherchés par méthode ELISA. 

Les anti-β2GPI IgM (EliA b2-Glycoprotein I IgM, Phadia, Thermo scientific, Villebon sur 

Yvette, France) et les anti-β2GPI IgG (EliA b2-Glycoprotein I IgM, Phadia, Thermo scientific, 

Villebon sur Yvette, France) ont été recherchés par méthode ELISA. 

Les valeurs seuils pour un résultat positif sont résumés dans le tableau. 

 ACL IgM ACL IgG  Anti-β2GPI IgM Anti-β2GPI IgG  

Norme positif >21 UMPL >16 UGPL >10 UA/mL >10 UA/mL 

 

4.3. Dosage des autres APL 

 La recherche des autres APL passe par un test de type ELISA (PHOSPHO-LISA©, 

Theradiag, Marnes la Valée, France). Les différents PL (cardiolipine, phosphatidylsérine, 

phosphatidylinositol, phosphatidyléthanolamine et phosphatidylcholine) sont coatés sur une 

plaque et les IgG ou IgM APL présent dans le plasma sont mis en évidence. Il s'agit d'un test 

global mettant en évidence des auto anticorps sans permettre de connaître exactement leur 

spécificité. Les valeurs seuils pour un prélèvement positif est de 15 UGPL/mL pour les IgG 

antiphosphoplipides et 15 UGPL/mL pour les IgM antiphospholipides. 

4.4. Dosage de la protéine C, de la protéine S, de l'antithrombine 

Le dosage de l'activité de l'antithrombine (Stachrom AT III, Diagnostica Stago, Asnières, 

France) se fait par méthode chromogénique 

La mesure de la protéine C (Staclot© protein C, Diagnostica Stago, Asnières, France) se 

fait par méthode chronométrique  

La mesure de l'activité protéine S (Staclot© protein S, Diagnostica Stago, Asnières, 

France) se fait par méthode chronométrique  
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4.5. Dosage de marqueurs d'activation de la coagulation 

Le dosage du FT est réalisé par méthode ELISA (Zymutest© Total TF, Hyphen BioMed, 

Neuville sur Oise, France). 

Le dosage du TFPI libre est réalisé par méthode ELISA (ASSERACHROM© FREE TFPI, 

Diagnostica Stago, Asnières, France). 

5. Analyse statistique 

Les résultats sont exprimés en moyenne±écart-type. 

Le test de Mann Whitney a été utilisé pour comparer les différents groupes. 

Un test de corrélation de Pearson a été effectué pour évaluer le lien entre 2 variables. 

Les analyses statistiques ont été effectué à l’aide du logiciel Graphpad Prism© et Aire© 

Une probabilité p<0,05 est considéré comme statistiquement significatif. 

Les symboles *,**,*** correspondent respectivement à un seuil de significativité 

p<0,05, p<0,01, p<0,001. 
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IV. Résultats 

1. Modèle murin de SAPL 

1.1. Test de génération de thrombine 

1.1.1. Concentration en FT et PL 

La présence d’un contrôle interne de qualité réalisé à partir d’un pool de plasmas 

témoins lors de chaque test permet de valider la série. La quantité de plasma pour effectuer 

le test a été évaluée (Figure 14). L’essai sur 2 souris a montré que les courbes avec 20µl de 

plasma étaient plus proches de celles obtenues chez l’humain. Nous avons donc choisi cette 

première condition de réalisation du TGT dans notre modèle murin. 

 

Figure 14. Comparaison de la quantité de plasma pour la réaction 

Les souris SAPL et SAPL+HCQ ont été comparées aux souris témoins. Il n’a pas été 

retrouvé de différence entre les différents groupes pour les conditions classiques de TGT : 

concentrations 1 pM de FT et 4µM de PL (Figure 15-16). 
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Figure 15. Courbe de génération de thrombine chez la souris 

 

Figure 16. Profil de génération de thrombine chez les souris 

Sous d’autres conditions : concentrations plus faibles en FT (1,25pM) et en PL (1µM), 

nous avons mis en évidence des différences significatives entre les groupes (Figure 17). La 

formation de thrombine mesurée par l’ETP est plus importante dans le groupe témoin 

(317,9±56,8 nM.min) et dans le groupe SAPL+HCQ (332,9±41,0 nM.min) que dans le groupe 

SAPL (260,8±25,7 nM.min). Cette différence est significative entre les souris SAPL traitées et 

non traitées. L’étude du pic de thrombine montre aussi une différence mais cette fois-ci entre 

souris témoins et souris SAPL traitées ou non. 
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Figure 17. Profil de génération de thrombine chez la souris à de faibles concentrations en PL 

(* : ρ<0,05) 

L'utilisation de plus fortes concentrations en FT (5pM) ne permet pas d'obtenir de 

résultat. La génération de thrombine étant trop rapide, le logiciel n'a pas le temps de calculer 

les différents paramètres.  

1.1.2.  Impact de la protéine C activée 

Au cours de notre étude, nous avons repris les conditions classiques (en FT à 1 pM et 

en PL à 4 nM) et nous avons ajouté de la PCa dans le milieu réactionnel. Dans ces conditions, 

il n’a été observé aucune différence sur le temps de latence entre les groupes. Il y a cependant 

des différences significatives entre le groupe SAPL (ETP : 237,4±53,2 nM.min; Pic: 45,2±12,7 

nM; Vélocité: 30,71±6,81 nM/min) et les groupes SAPL+HCQ (ETP: 145,7±21,6 nM.min; 

Pic:23,9±8,0 nM; Vélocité: 14,35±7,61 nM/min)  et témoins (ETP: 116,3±29,6 nM.min; Pic: 

21,9±3,1 nM; Vélocité :14,09±2,49 nM/min) (Figure 18-19). La génération de thrombine est 

bien plus importante chez les souris SAPL que chez les souris SAPL+HCQ. Le profil chez ces 

dernières est très proche du profil des souris témoins. Ceci se confirme lorsque l’on compare 

les pics, les ETP et les vélocités. 
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Figure 18. Courbe de génération de thrombine en présence de PCa 

 

Figure 19. Impact de la PCa sur le thrombinogramme (* : p<0,05) 

 En revanche, il n’a pas été retrouvé de différence significative pour la 

normalisation de la RPCa entre le groupe SAPL (nRPCa: 2,30±0,47) et SAPL+HCQ (nRPCa: 

1,59±0,38)(Figure 20). Mails y a une tendance (ρ=0,058). 
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Figure 20. Normalisation de la RPCa 

 1.2. Dosage des inhibiteurs de la coagulation et du FT 

Concernant le FT, il n’y a pas de différence entre les 3 groupes (Figure 21).  

Concernant les inhibiteurs de la coagulation, il n’y a pas de différence entre les groupes 

pour l’AT et le TFPI (Figure 21). Les dosages de PC et PS ont été réalisés mais le volume de 

plasma de souris nécessaire étant trop importante pour effectuer les tests, le nombre 

d'échantillons n'a pas permis de faire des analyses statistiques (comparaison de N=2 par 

groupe). 

 

 

Figure 21. Mesure de l’AT, du FT et TFPI 

 

 2. Patients SAPL 

 2.1.  Caractéristiques des populations étudiées 

 Les patients SAPL sont suivis dans le service de Médecine Interne et dans l’Unité 

d’Hémostase Vasculaire. En absence d’épisode intercurrent, les patients sont revus en 

consultation tous les deux ans. Nous remarquons que les patients ‘’SAPL biologiques’’ sont 
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plus âgés que les autres groupes. Dans le groupe ‘’SAPL thrombotique’’, les femmes sont plus 

nombruses (Tableau 16). Il y avait 4 patients en surpoids dans le groupe ‘’SAPL thrombotique’’. 

Nous avons exclu une patiente qui avait des D dimères à 3200 ng/ml (N<500 ng/ml) dans un 

contexte infectieux. 

 

Type SAPL Localisation n Age Autres informations 

SAPL biologique  6 69,2±13,3  

SAPL secondaire  5 42,6±16,3  
LES  4   
PAR  1   

SAPL obstétrical  11 36,3±8,8  
Fausse couche à 

répétition 
 9   

HELLP syndrome  2   

SAPL thrombotique  21 49,5±18,3 3 hommes/18 femmes 
Thrombose veineuse  11 47,5±21,3 2 récidives 

 TVP 4  2 provoquées 
 EP 2  1 provoqué 
 Autres 5   
 colite ischémique 1   
 thrombose veineuse 

porte 
1   

 OVCR 3   
Thrombose artérielle  10 56,3±15,3  

 Artère fémorale  1   
 Artère mésentérique 1   
 SCA 2   
 AIT 3   
 AVC 3   

Tableau 16. Répartition des patients SAPL 
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Le type d’Ac retrouvé est assez hétérogène (Tableau 17). 

Type SAPL ACL IgM 
(n) 

ACL IgG 
(n) 

Anti-β2GPI 
IgM (n) 

Anti-β2GPI 
IgG (n) 

LA (n) Triple + 
(n) 

SAPL biologique 
(n=6) 

73,7 (3)    3  

SAPL secondaire 
(n=5) 

29,6 (2) 74,5 (2) 53 (1) 133,5 (2) 5 3 

SAPL obstétrical 
(n=11) 

28,7 (4) 65 (7) 31 (2) 166,7 (3) 1 1 

SAPL 
thrombotique 

(n=21) 

35,3 (11) 26,6 (7) 46,3 (3) 45,8 (4) 3 2 

Tableau 17. Moyenne et type d’APL retrouvé 

Les caractéristiques des patients et des AC du groupe ‘’APL thrombotique’’ se trouvent 

dans le Tableau 18. 

 

Age 50,4±14,7 

Sexe 1 homme/9 femmes 

Type de 
thrombose 

TVP 5 (1 provoqué) 

 SCA 1 
 AVC 4 

Moyenne des 
APL (n) 

IgM 
antipholspholipides 

31 (3) 

 IgG 
antiphospholipides 

31,4 (7) 

Tableau 18. Caractéristique des ‘’APL thrombotiques’’ 

 2.2.  Génération de thrombine : comparaison au pool témoin des 

différents groupes de SAPL 

Nous avons comparé les témoins et les différentes formes de SAPL (Figure 22). Les 

profils semblent assez différents quel que soit le groupe de patients hormis les SAPL 

biologiques. Il y a une augmentation de la génération de thrombine à la fois sur l’ETP et le plus 

souvent sur le pic (sauf pour le SAPL secondaire) (Tableau 19). Pour le SAPL biologique, la seule 

différence avec le groupe témoin est le retard de génération de thrombine (avec un temps de 

latence augmenté). 
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Figure 22. Génération de thrombine des différents groupes 

 

 Temps de latence 
(min) 

ETP  
(nM.min) 

Pic 
(nM) 

Vélocité 
(nM/min) 

Témoin 
(n=26) 

4,89±1,65 784,91±149,69 82,84±17,86 16,0±5,03 

SAPL biologique 
(n=6) 

10,95±2,70*** 769,86±128,56 75,99±23,29 15,11±6,31 

SAPL secondaire 
(n=5) 

16,77±2,40*** 1059,89±102,42** 119,82±21,45 24,69±7,68 

SAPL 
obstétricale 
(n=11) 

6,45±3,69 1804,47±521,04*** 259,72±89,67*** 76,28±30,32*** 

SAPL 
thrombotique 
(n=21) 

7,24±2,99** 1308,11±608,86** 162,91±79,85*** 40,28±25,16*** 

APL 
thrombotique 
(n=10) 

5,89±1,48 1242,23±502,47** 192,16±114,72*** 61,31±25,09 

Tableau 19. Test de génération de thrombine des groupes SAPL par rapport aux 

témoins (** : p<0,01 ;*** : p<0,001) 

2.3. Comparaison entre les SAPL obstétricaux, les SAPL thrombotiques 

et les APL thrombotiques 

  Nous nous sommes ensuite intéressés aux groupes ‘’SAPL thrombotique’’ et 

‘’obstétrical’’, ainsi qu’au groupe ‘’APL thrombotique’’, ne répondant pas aux critères SAPL. Il 

a été retrouvé une génération de thrombine plus importante dans le groupe ‘’SAPL 

obstétrical’’ avec un ETP qui diffère significativement des deux autres groupes, et un pic de 

thrombine plus important que le groupe SAPL thrombotique.  
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Il n’a, en revanche, pas été retrouvé de différence significative entre le groupe SAPL 

thrombotique et APL thrombotique (Figure 23). Les mêmes différences ont été retrouvées 

pour la normalisation de la RPCa. Le groupe SAPL obstétrical a une résistance à la PCa plus 

importante comparée au ‘’SAPL thrombotique’’ et ‘’APL thrombotique’’. Il n’y a pas de 

différence entre les 2 groupes ‘’thrombotiques ‘’ (Figure 24). 

 

 Figure 23. Comparaison du thrombinogramme entre les groupes SAPL et APL (* : 

p<0,05 ;** : p<0,01) 

 

Figure 24. nRPCa dans les sous-groupes (* : p<0,05) 
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 2.4. Comparaison entre les patients SAPL thrombotique 

Une étude des paramètres du thrombinogramme a été effectuée pour évaluer si il y 

avait des différences entre le type de thrombose et le type d'Ac, dans le groupe ‘’SAPL 

thrombotique’’ 

Aucune différence n'a été retrouvée entre les thromboses artérielles et veineuses, les 

patients traités par Kardegic® et sans traitement. 

Il a été retrouvé dans ce groupe, de plus faibles paramètres de génération de 

thrombine chez 6 patients sur 21 dont les APL se sont négativés dans les 2 ans avec une 

différence significative (ρ<0,01)(Figure 25).  

Ces mêmes données ont été retrouvés chez 4 patients sur 10 ‘’APL thrombotiques’’ 

(ρ<0,01) (Figure 26). Il n’a pas été retrouvé de corrélation entre le taux d’APL et les paramètres 

du thrombinogramme (ETP et Pic). 

 

 

Figure 25.  Différence de profil chez les patients ‘’SAPL thrombotique’’ qui ont une 

négativation des APL deux ans après le TGT 
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Figure 26. Différence de profil chez les patients ‘’APL thrombotique’’ qui ont une 

négativation des APL deux ans après le TGT 

Deux patients du groupe ‘’SAPL thrombotique’’ ont présenté une récidive dans l’année 

suivant le TGT. Le temps de latence est un peu plus court que les témoins, mais le reste des 

paramètres du thrombinogramme sont très augmentés (Tableau 20). 

 

 Temps de 
latence 
(min) 

ETP  
(nM.min) 

Pic 
(nM) 

Vélocité 
(nM/min) 

Patient 1 4,25 2538 332,87 88,77 

Patient 2 5,26 2066,64 254,4 87,97 

Témoin 4,89±1,65 784,91±149,69 82,84±17,86 16,08±5,03 

Groupe ‘’SAPL 
thrombotique’’ 

7,24±2,99 1308,11±608,86 162,91±79,85 40,28±25,16 

  Tableau 20. Résultats chez les patients ayant eu une récidive 
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V. Discussion 

 

Le SAPL est un syndrome clinico-biologique caractérisé par une thrombophilie clinique 

ou une atteinte obstétricale, associée à la présence d’APL deux fois à 12 semaines d’intervalle. 

Le but de ce travail est de confirmer le potentiel thrombogène, par une étude in vitro, des APL 

dans un modèle murin de SAPL et d’évaluer l’effet protecteur d’un traitement par HCQ. Il a 

aussi comme intérêt d’évaluer si le TGT peut être un facteur prédictif de l’activité de la maladie 

chez différents types de SAPL. Bien que les effectifs soient modestes, l'étude est l'une des 

seules à s'intéresser au SAPL biologique, SAPL obstétrical, et aux ‘’APL thrombotique’’, qui ne 

répondent pas à la définition du SAPL par la présence d’autres APL que le LA, l’anti-β2GPI et 

les ACL. 

 

Dans le modèle murin de SAPL, l'étude du TGT a montré des résultats intéressants. Les 

conditions classiques pour réaliser les tests sont des concentrations de 1 pM de FT et 4nM de 

PL et 20µl de plasma mais ces conditions ne montraient pas de différence entre les souris SAPL 

et témoins. Nous avons essayé de modifier les conditions de réalisation pour augmenter la 

sensibilité du test : 

- L’ajout de PCa permet d‘étudier ce système inhibiteur de la coagulation, qui est mis 

en défaut dans les conditions standards d’utilisation du TGT par absence d’endothélium, de 

TM et d’ePCR. L’intérêt de l’utilisation de PCa plutôt que de la TM pour étudier la RPCa est 

une meilleure répétabilité et reproductibilité des résultats.  

- La possibilité de n’utiliser que 20µL par puits au lieu de 80µL, comme chez l’homme, 

permet d’effectuer tous les tests.  

- Une concentration plus faible en PL va entraîner une diminution des paramètres du 

thrombinogramme dans le groupe des souris SAPL comparé aux autres groupes. Cet effet peut 

être expliqué par l'action des APL sur les PL, équivalent à l'allongement du TCA en présence 

d'APL chez l’homme.  

Le TGT dans des conditions normales ne met pas en évidence de différence entre les 

groupes de souris. L'influence du traitement par HCQ a été observée grâce à l’ajout de PCa. La 
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présence d’une RPCa a été démontré chez l’homme dans le SAPL (41) comme participant à la 

physiopathologie de la maladie, et a été étudiée dans le TGT par Regnault et al. Il a été mis en 

évidence une génération de thrombine avec un pic et un ETP plus important chez les souris 

SAPL non traitées comparés aux témoins et aux SAPL traitées. Il n’y a pas de différence entre 

les groupes ‘’souris traitées’’, ‘’non traitées’’ et ’’témoin’’ en ce qui concerne le temps de 

latence. La raison en est des taux circulants plus importants de facteur tissulaire, de FV et de 

FVIII, et une RPCa chez la souris (105). Cette RPCa explique la nécessité d’utiliser des 

concentrations plus élevées de PCa dans le milieu réactionnel. Il y a une tendance plus faible 

avec le ratio normalisé de la RPCa chez les souris traitées. Ces résultats ont aussi été mis en 

évidence in vitro dans les cas de thrombose artérielle dans le SAPL par Kassis et al (41) chez 

l’homme. 

 Les tests ayant été faits sur un faible effectif de souris, une confirmation sur un plus 

grand nombre aurait pu permettre de trouver une différence significative pour la RPCa. 

Comme attendu, le taux d'AT ne diffère pas d'un groupe à l'autre. 

Paradoxalement, nous n'avons retrouvé aucune différence entre les taux sanguins de 

FT et de TFPI entre les groupes de souris. Les résultats vont à l'encontre de ceux retrouvés 

dans la littérature chez l’Homme (106). Une explication peut être le manque de sensibilité au 

regard des faibles taux circulants plasmatiques chez les souris. 

 

Pour l’étude chez l’homme, nous avons classifié les patients en plusieurs sous-groupes. 

Malgré un effectif faible, l'étude des sous-groupes de SAPL non thrombotiques comparés aux 

témoins a montré des résultats intéressants.  

Tout d'abord, le sous-groupe SAPL biologique a comme seul paramètre modifié un 

temps de latence plus important mais pas d’augmentation de génération de thrombine. Ceci 

peut être expliqué par l'action des APL précipitant les PL présents dans le milieu, ce qui inhibe 

l’initiation de la coagulation. Comme attendu, les autres paramètres ne sont pas modifiés. Le 

SAPL biologique n’a jamais été étudié par le test de génération de thrombine, et ces résultats 

nous confortent dans l’idée que les patients ne sont pas à surrisque de thrombose.  

Le caractère thrombotique n'est pas non plus mis en évidence dans le sous-groupe 

SAPL secondaire, le temps de latence et l'ETP étant augmenté, mais le pic de thrombine est 
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normal. L'ETP légèrement augmenté peut-être expliqué, en partie, par le contexte 

inflammatoire des dysimmunités associées au SAPL secondaire. Une étude du TGT dans le LES 

de Perreira et al retrouvée ces mêmes données (107).  

 

 L’étude des autres sous-groupes a montré des résultats inattendus.  

Le SAPL obstétrical n’a jamais été étudié, à notre connaissance, par le test de 

génération de thrombine. Le sous-groupe ‘’SAPL obstétrical’’ générait plus de thrombine que 

les sous-groupes ‘’SAPL thrombotique’’ et ‘’APL thrombotique’’. Cette donnée est inattendue, 

la population étudiée étant en dehors d’un contexte de grossesse, l’activité de la maladie 

devrait être moindre que chez les autres populations.  

Une donnée intéressante est l’absence de différence entre le groupe ‘’SAPL 

thrombotique’’ et le groupe ‘’APL thrombotique’’. Bien que les APL mis en évidence dans le 

groupe ‘’APL thrombotique’’ soient différents de ceux entrant dans la définition du SAPL, nous 

observons un potentiel thrombogène de ces auto Ac différents. Ce potentiel est par ailleurs, 

assez proche de celui des SAPL, mais l’intérêt de leur recherche étant limité aux thromboses 

graves ou récidivantes sans étiologie retrouvée, le TGT pourrait être un test de dépistage, dans 

les thromboses idiopathiques pour rechercher la présence de ces Ac tels que 

l’antiphosphatidylsérine, antiphosphatidylinositol, antiphosphatidyléthanolamine et 

antiphosphatidylcholine. 

 

 Par ailleurs, une analyse plus détaillée du sous-groupe SAPL thrombotique a mis en 

évidence des résultats intéressants. Deux patients de ce groupe ont eu une récidive de 

thrombose l’année qui a suivi le TGT. Chez ceux-ci, les paramètres du thrombinogramme 

étaient très augmentés par rapport aux autres patients du même groupe. Des études ont été 

faites sur le TGT et la récidive de thrombose chez des patients sans thrombophilie 

constitutionnelle ou acquise après arrêt de traitement par anticoagulant par Hron et al (91) 

en 2006 et par Chaireti et al en 2013. Les résultats sont contradictoires entre les deux études, 

Hron et al démontrant qu’un pic de thrombine augmenté était associé à un risque de récidive 

de 20% à 4 ans alors que Chaireti et al (108) ont retrouvé des résultats opposés (pic de 

thrombine plus faible associé à une récidive). Les conditions analytiques dans ces études 
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n’étant pas les mêmes, il est difficile de les comparer.  Une étude chez les patients SAPL serait 

intéressante pour évaluer le risque de récidive. 

Une autre donnée qui n’a pas encore été décrite à notre connaissance chez les patients 

SAPL est : que se passe-t-il si les Ac se négativent ?  

Pour 6 patients du groupe ‘’SAPL thrombotique’’ sur les 21, les Ac se sont négativés 

dans les 2 années suivant le TGT. Ces patients avaient de faibles ETP et pics de thrombine par 

rapport aux autres patients du même groupe. De façon plus surprenante, deux autres patients 

avaient les mêmes paramètres diminués et avaient toujours des APL présents, mais l’un des 

patients était triple positif avec présence d’un LA, d’un ACL et d’un anti-β2GPI et est resté 

positif seulement pour les ACL deux ans après. Pour le deuxième, le patient n’a pas encore été 

revu pour contrôle de sa maladie après deux ans.  

Il n’y a pas de modification thérapeutique, d’ancienneté de découverte du SAPL ou 

d’autres paramètres pouvant expliquer la négativation. Seulement un des SAPL 

thrombotiques a eu un traitement par HCQ introduit 4 ans auparavant. 

Nous n’avons pas retrouvé de différence entre le type de thrombose (artérielle ou 

veineuse), le type d’anticorps et la triple positivité pour les paramètres du TGT. Ces données 

sont assez étonnantes du fait que Pengo et al (47) ont démontré le risque accru de thrombose 

en cas de triple positivité par rapport à la population normale et la positivité à un seul Ac. Les 

données du TGT ne seraient donc pas corrélées au phénotype clinique dans ce cas-là. Dans ce 

cas aussi, une étude sur un plus grand nombre de patients serait nécessaire. 

Malgré l’effectif restreint, les résultats en rapport avec la négativation des Ac ont aussi 

été retrouvés dans le groupe APL thrombotique, 4 patients sur les 10 étudiés avaient un 

thrombinogramme normal et des APL qui se sont négativés dans les deux ans. Il n’a, par 

contre, pas été retrouvé de corrélation entre le taux d’Ac antiphospholipides et le pic de 

thrombine ou l’ETP.  

 

Parmi les limites de ces études, pour le modèle murin de SAPL, la quantité de plasma 

recueilli reste toujours un problème en ce qui concerne le TGT, nécessitant de grande quantité 

de plasma, et ne permettant pas de contrôler les résultats si une étude de la RPCa est associée. 

Il est à noter que le thrombinogramme n’est pas modifié en conditions normales à la 
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différence du SAPL humain et que le temps de latence, dans nos conditions expérimentales, 

ne peut être étudié. Il faut aussi noter le faible nombre de souris étudiées et l’absence d’un 

groupe souris normales ‘’traitées par HCQ’’. L’HCQ ayant des propriétés anti inflammatoires, 

les paramètres du TGT dans ce groupe de souris pourraient être plus faible que des souris 

normales non traitées. 

Les limites de l’étude du SAPL chez l’Homme sont que l’étude est rétrospective, 

descriptive et que les effectifs sont faibles. Les résultats retrouvés dans le SAPL obstétrical 

sont inattendus, les patientes n’ayant jamais thrombosé, les modifications du 

thrombinogramme ne peuvent être expliquées puisque ces femmes sont testées en dehors 

de la grossesse. Nous n’avons pas pu étudier, en détail avec notre effectif, le potentiel 

thrombogène de chaque sous type d’APL, les LA étant associé à un risque de thrombose plus 

important (Reynaud et al, Autoimmun Rev, 2014). Le potentiel thrombogène d’une triple 

positivité des APL n’a pas été mis en évidence à l’aide du TGT, ce qui va à l’encontre des 

données de Reynaud et al (43). 

De plus, l’étude a été effectuée sur des patients qui n’étaient pas sous anticoagulant ; 

alors que les patients les plus à risque de récidive de thrombose ont un traitement au long 

cours, les résultats ne permettent pas de répondre pour ces patients. 
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Conclusion 

Ces résultats nous confortent dans l’idée de l’intérêt du TGT dans le SAPL. Les données 

préliminaires chez la souris permettent de confirmer l’intérêt de l’HCQ comme vasoprotecteur 

dans le SAPL. Ces données seront étudiées chez l’Homme dans l’essai thérapeutique 

APLAQUINE. 

L’étude rétrospective chez l’Homme a permis aussi de mettre en évidence un possible 

test permettant de témoigner de l’activité de la maladie. Ces résultats nécessitent d’être 

confirmé sur un effectif plus large. Une mise au point doit aussi être effectuée pour évaluer 

les patients sous anticoagulant afin de vérifier si les mêmes résultats sont retrouvés et si les 

données du TGT pourraient permettre d’évaluer la possibilité d’arrêter le traitement anti 

coagulant.  
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Introduction : Le syndrome des antiphospholipides (SAPL) est un syndrome clinico-

biologique caractérisé par une thrombophilie clinique ou une atteinte obstétricale, associée 

à la présence d’Ac antiphospholipides (APL) 2 fois à 12 semaines d’intervalle. L’objectif est 

d’évaluer l’intérêt du test de génération de thrombine (TGT) dans un modèle murin de SAPL 

traité par hydroxychloroquine (HCQ) et chez des patients SAPL. 

Matériel et méthodes : Une mise au point du TGT a été effectuée. L’impact de la protéine 

C activée (PCa) a été évalué. L’étude des patients SAPL est rétrospective et a inclus tous 

types de SAPL. 

Résultats : En présence de PCa, nous avons observé une différence significative avec une 

génération de thrombine plus importante chez les souris SAPL (ETP : 237,4±53,2 nM.min ; 

Pic : 45,2±12,7 nM) que les souris SAPL traitées par HCQ (ETP : 145,7±21,6 nM.min; 

Pic:23.9±8,0 nM) et les témoins (ETP: 116,3±29,6 nM.min; Pic: 21,9±3,1 nM). Chez les 

patients, le TGT était très augmenté dans le groupe SAPL obstétrical (ETP : 1804,47±521,04 

nM.min ; Pic : 259,72±89,67 nM) et le groupe SAPL thrombotique (ETP : 1308,11±608,86 

nM.min; Pic : 162,91±79,85 nM) comparé aux témoins (ETP : 784,91±149,69 nM.min; Pic : 

82,84±17,86 nM). Chez 6 patients SAPL thrombotique sur 21, les paramètres du 

thrombinogramme étaient très faibles et associés à une négativation des APL dans les 2 ans. 

Conclusion : La génération de thrombine était plus basse chez les souris traitées par HCQ, 

ce qui confirme son intérêt vasculoprotecteur. Des taux plus faibles des paramètres du 

thrombinogramme sont corrélés à une négativation des APL. Une étude prospective est 

nécessaire pour valider l’intérêt du TGT dans le suivi de l’activité du SAPL. 

Mot clés : Syndrome des antiphospholides-Test de génération de thrombine-Modèle 

murin-Thrombose-Hydroxychloroquine 
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