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Partie 1

Introduction

1.1 Epidémiologie et rationnel

L’hémorragie sous-arachnoidienne (HSA) anévrysmale est une pathologie vasculaire
aigué grave dont la physiopathologie n’est que partiellement comprise. Elle est grevée
d’une forte mortalité et connait une évolution défavorable vers la dépendance estimée a
25% chez les survivants[l]. L’incidence de I'HSA est de 3 a 7 pour 100 000 sujet-année
en France[2]. Dans le passé, la cause majeure de morbidité et de mortalité chez les pa-
tients qui survivaient au premier saignement était la récidive du saignement[3]. La prise en
charge de 'anévrysme a longtemps été uniquement chirurgicale, mais le développement
des approches endovasculaires pour la sécurisation de l'anévrysme, constitue une prise
en charge moins invasive, rapide et efficiente[l]. Plus tard dans I’évolution, I’exploration
neurovasculaire interventionnelle permet également le diagnostic et le traitement d’une
complication majeure de I'HSA, le vasospasme responsable d’ischémie cérébrale[d]. Néan-
moins, ces procédures sont délicates et associées a des risques de complications comme
la dissection d’un vaisseau, des thromboses vasculaires, des emboles et finalement des
infarctus cérébraux|s].

L’incidence du vasospasme dans 'HSA est élevée, environ 30-40%]6], et peut apparaitre
deés le 5e jour apres la rupture avec un pic d’incidence au 9e jour. Classiquement, il
s’agit d’une vasoconstriction préférentiellement dans le territoire des artéres cérébrales au
contact de ’hémorragie avec le risque d’un infarctus cérébral dans le territoire du vaisseau
spasmé. Le vasospasme est classiquement défini par la réduction du calibre d’une artere
cérébrale. Cependant, le mécanisme étiologique de la réduction de la lumiere vasculaire
est mal compris, mais impliquerait une anomalie de I'endothélium avec une agrégation
plaquettaire a sa surface. Les études récentes[7] évoquent plusieurs phénomenes :

— la contraction excessive des muscles lisses vasculaires avec un réle pivot du calcium

intracellulaire[S], 9]
— laction d’agent spasmogene et le déséquilibre entre vasoconstricteur et vasodilata-
teur qui peuvent étre des agents liés a la dégradation d’éléments du sang[10} 111 12]

— linflammation[13]

— le remodelage vasculaire lié a une prolifération endothéliale[3],

— la dépression corticale envahissante[I4].

Le point de départ semble étre tout de méme la dégradation des éléments du sang



(hémolyse, dégradation du clou plaquettaire) autour du vaisseau qui correspondrait a la
chronologie de I'apparition et de la disparition du vasospasme[15]. Néanmoins, cette vision
est remise en question depuis une dizaine d’années. En effet, le vasospasme tel qu’il est
décrit, concernerait les gros vaisseaux cérébraux proximaux. En fait, il est probable qu’il
s’agisse d’une angiopathie plus diffuse concernant également la microcirculation. Ainsi,
dans une étude[L6], il a été montré qu'il existait un fort lien entre la sévérité du vasos-
pasme et I'ischémie cérébrale retardée mais également qu’on pouvait retrouver dans une
faible proportion une ischémie cérébrale sans vasospasme (environ 3 a 10%) suggérant
I'implication d’une angiopathie des vaisseaux les plus distaux.

L’activation plaquettaire au cours du vasospasme a été précédemment décrite. Tout
d’abord en anatomo-pathologie, sur I'autopsie de 29 patients retrouvant de multiples mi-
crothrombi dans les zones de vasospasme et d’ischémie retardée[17] mais également sur
des tests fonctionnels plaquettaires en faveur d’une hyperagrégabilité plaquettaire[18], [19].
Les voies d’activation de cette hyperagrégabilité ont été peu étudiées, particulierement
dans une cohorte de patients ayant bénéficié d’un traitement endovasculaire (versus trai-
tement chirurgical). L’inhibition de l'agrégabilité plaquettaire a été envisagée pour la
prévention de I'ischémie cérébrale secondaire au vasospasme. Dans ce contexte, une méta-
analyse Cochrane de 2007]20] incluant 7 essais randomisés impliquant des traitements
antiplaquettaires n’avait pas conclu a une diminution de la mortalité du fait d’un risque
potentiellement important de saignement. Cependant, il s’agissait d’études anciennes avec
une caractérisation de 'agrégabilité plaquettaire moins précise que celle apportée par les
tests disponibles aujourd’hui. Ces études testaient, de plus, divers traitements antiagré-
gants dirigés sur différentes cibles des voies d’activation plaquettaire (aspirine, ticagrelor,
clopidogrel...). Depuis, les traitements antiagrégants ne sont ni recommandés dans la
prise en charge classique des HSA, ni au cours du vasospasme.

L’objectif de ce travail est d’identifier les mécanismes prédominants dans I’hyper-
agrégabilité plaquettaire au cours de la phase aigué de 'HSA. Nous détaillerons donc la
fonction plaquettaire et 'hémostase dans les premiers jours apres la rupture anévrysmale
puis durant la période a risque de vasospasme et d’ischémie cérébrale retardée. La fonction
plaquettaire et les marqueurs d’hémostase seront comparés entre les patients présentant
une ischémie retardée ou non. Nous comparerons également la fonction plaquettaire des
patients avec HSA a des patients en post-opératoire de chirurgie orthopédique avec un
statut thrombotique et inflammatoire bien décrit antérieurement|21} 22] 23].

1.2 Mécanismes et diagnostic de I’ischémie retardée

1.2.1 Historique du vasospasme et de ’ischémie retardée

La question du vasopasme et de I'ischémie retardée est difficile car ces concepts suivent
des avancées scientifiques progressives. MacDonald[24] s’est intéressé a cette histoire pour
développer les notions utilisées aujourd’hui. Historiquement, la premiere description d’hé-
morragie méningée a laquelle nous avons acces est probablement celle d’Hippocrate au Ve
siecle av. JC :

"Ceux qui, en santé, sont pris de douleurs soudaines dans la téte, gisent privés
subitement de la parole et ont la respiration stertoreuse, ceux-la périssent en sept jours."
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Il faut attendre le XVIIle siecle pour que le lien soit fait entre 'anévrysme cérébral et
la survenue d’une hémorragie méningée[24]. Plusieurs textes rapportent la présence de
différents stades au cours de 'HSA et plus particulierement l'intervalle libre avec parfois
un retour aux fonctions cognitives et motrices complétes entre la survenue de la céphalée
inaugurale et le déces. A la fin du XVIIle, Hunter, chirurgien militaire de Philadelphie, dé-
crit une phase de contraction artérielle en mettant en cause une action musculaire sur les
vaisseaux, liée a I'inflammation[25], & la suite de traumatismes cérébraux. Il s’agit possible-
ment de la premiere description médicale du vasospasme avec une tentative d’explication
physiopathologique. Néanmoins, le lien entre vasospasme et ischémie n’est pas fait. Au
cours du XIXe et XXe siecle, les scientifiques et médecins s’intéressent a la vascularisa-
tion cérébrale. Ils mettent en évidence I’action de certaines substances vasoconstrictrices
(chlorure de baryum[26]) et vasodilatatrices (CO2 et dérivés nitrogénés|27]).

Dans la premiere moitié du XXe siecle, plusieurs cas d’autopsie retrouvent des plages cé-
rébrales infarcies sans thrombus, ni embolie a I’examen macroscopique, chez des patients
ayant du sang dans I'espace sous arachoidien[2§], les premieres hypothéses d'un spasme
artériel ont alors été développées sans approbation de la communauté scientifique. Pa-
rallelement, les premieres méthodes chirurgicales pour clipper 'anévrysme débutent par
Dandy, neurochirurgien de Baltimore. La création d’outils radiologiques a permis de réel-
lement mettre en évidence et d’étudier le vasospasme au début des années 60. Les effets
vasodilatateurs de certaines substances comme la papavérine et la procaine au cours de
la chirurgie ont orienté la recherche sur le vasospasme vers des mécanismes nerveux et de
contraction des muscles lisses artériels, axant toute une littérature vers la recherche de
substances conduisant au vasospasme (éléments figurés du sang, protéines de 'inflamma-
tion...) et pouvant en contrepartie le traiter. Cependant, Fisher[29] théorise le concept
d’ischémie retardée en découvrant une relation entre la quantité de sang générée par
la rupture d’anévrisme et la survenue d’une ischémie retardée. Si les vasospasmes an-
giographiques séveres (>50%) provoquent presque toujours des ischémies cérébrales, les
vasospasmes modérés a minimes ne sont pas corrélés a l'ischémie. De plus, des études
plus récentes testant le clazosentan et les statines retrouvent une diminution du vasos-
pasme sans diminuer les ischémies retardées et sans bénéfice sur le pronostic. Depuis les
années 80, la recherche sur I’ischémie retardée n’est plus uniquement basée sur le vasos-
pasme angiographique, mais plutot sur 'interaction de plusieurs processus conjointement
en cause dans l'infarctus cérébral apres HSA et pouvant comprendre la lésion cérébrale
initiale, 'inflammation, les thrombo-embolies de la microcirculation, la dysfonction de
I’autorégulation cérébrale ou les ondes corticales envahissantes.

1.2.2 Physiopathologie de ’ischémie cérébrale

Les phénomenes menant a 'ischémie cérébrale ne sont pas completement élucidés. Le
vasospasme angiographique (diminution du calibre du vaisseau) est un élément important.
Le relargage d’hémoglobine libre et du contenu des globules rouges lors de I’hémolyse est
probablement la clé de voute de la production de radicaux libres, de 'inflammation et de
la 1ésion endothéliale[30]. En effet, 'oxyhémoglobine est un composé hautement toxique
provoquant une contraction des muscles lisses : soit directement par atteinte des fibres
musculaires, soit indirectement par l'action d’agent spasmogene et le déséquilibre entre
vasoconstricteur et vasodilatateur. Les travaux sur la vasoconstriction directe ont abouti
a deux principaux mécanismes contribuant a la contraction des muscles lisses artériels :
l'activation des protéines kinases calcium dépendants (constriction transitoire) et 'aug-
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mentation de la protéine kinase C (constriction continue)[31]. L’oxyhémoglobine réagit
également avec le NO, diminuant sa concentration locale. Elle stimule la production de
radicaux libres et de cytokines, inhibant la synthese de prostacycline vasodilatatrice, et
augmentant la synthese de prostaglandines vasoconstricatrices (PG F2a, TxB2, PGE2)[32]
et d’endothéline-1[33, 34]. Le déséquilibre entre les éléments vasoconstricteurs et vasodila-
tateurs aggravent la vasoconstriction. Récemment, le lien entre inflammation (via COX-2)
et 'endothéline-1 a été étudié dans un modele d’"HSA chez le lapin : I'inhibition de COX-2
par le celecoxib a montré une diminution du vasospasme et de l'endothéline-1[34]. Néan-
moins, les études sur le clazosentan [35] 6], un antagoniste des récepteurs de 1’endothéline
n’ont pas mis en évidence de bénéfice sur le pronostic neurologique alors méme qu’il di-
minuait I'incidence du vasospasme. Ces études ont donc remis en question, a la fois le fait
que le vasospasme soit 1'unique pourvoyeur d’ischémie cérébrale, mais également que ce
soit une cible thérapeutique efficiente.

D’autre part, plusieurs cascades inflammatoires s’activent au contact de I'oxyhémo-
globine : dans des études sur les souris, le niveau du complément activé augmentait dans
le liquide céphalo-rachidien. Le retrait du complément dans le LCR diminuait la sévérité
du vasospasme[37]. De nombreux biomarqueurs comme le TNF «/IL-1/IL-6/IL-10/IL-12
sont augmentés dans le sang et dans le LCR lors de 'HSA[38]. Des biomarqueurs élevés
sont associés a un mauvais pronostic, mais ne sont pas reliés a la survenue du vasospasme
ou du DCI[39]. Les protéines d’adhésion semblent également jouer un réle important.
Dans des modeles murins, I'utilisation d’anticorps monoclonaux dirigés contre ICAM-1,
protéine transmembranaire des leucocytes et des cellules endothéliales, diminuait expéri-
mentalement le vasospasme[40].

La constatation d’ischémie retardée n’étant pas totalement expliquée par le vasos-
pasme, de nouveaux concepts ont émergé comme la dépression corticale envahissante. Il
s’agit d’ondes tres lentes parcourant le cortex qui sont liées a une dysfonction des canaux
membranaires (notamment Na et Ca) faisant entrer ces ions au sein du neurone. Or, c¢’est
le gradient ionique entre 1’espace extraneuronale et intraneuronale qui permet de générer
des potentiels d’action et donc l'activité cérébrale. Les neurones vont alors rester dépo-
larisés et cette vague de dépolarisation va se propager de proche en proche de fagon tres
lente (environ 2 a 6 nm/min) au sein du cortex. Cette onde lente provoquerait une aug-
mentation du débit sanguin cérébrale dans les territoires concernés et serait accompagnée
par une chute de débit dans les territoires les plus distaux conduisant potentiellement a
la mort neuronale[41]. Cependant, ces ondes sont tres difficiles a mettre en évidence et
ont surtout été étudiées chez les rongeurs. Des simulations mathématiques intégrant la
complexité de la géométrie de la substance grise chez ’'Homme ont montré récemment
que ces ondes ne pouvaient se déplacer sur de grandes distances et qu’elles étaient rapi-
dement stoppées par les sillons cérébraux pouvant expliquer la difficulté pour les mettre
en évidence[42].

Ce travail s’intéresse particulierement aux microthrombi dans 'HSA. Plusieurs études
autopsiques ont montré des microthrombi multiples associés dans les territoires du va-
sospasme et du DCI, mais également dans d’autres territoires. Dans le mécanisme de
microthrombose, les plaquettes semblent jouer un réle important, développé dans les pro-
chains paragraphes[43], [17].
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1.2.3 La difficile question clinique du vasospasme et de I’ischémie

retardée

Dans la littérature, le terme « vasospasme » fait référence a des concepts parfois diffé-
rents tels que l'ischémie cérébrale retardée, la traduction clinique ou I'image radiologique
du vasospasme. Cette ambiguité reflete la difficulté d’établir le diagnostic de vasospasme,
mais également de la préoccupation du clinicien a agir avant que 'ischémie cérébrale ne se
constitue. Un college d’expert[0] a statué en donnant une définition de I'ischémie cérébrale
retardée en deux points principaux :

— Un infarctus cérébral identifié au scanner ou en IRM apres exclusion d'une autre

cause (notamment dii & un embole lors de la sécurisation de 'anévrysme) dans les
6 semaines apres la survenue de ’'HSA.
— La survenue de signes neurologiques signant la détérioration clinique.

Cette définition est difficile a utiliser en clinique. La stratégie permettant la suspicion
et le diagnostic de vasospasme inclut l’angioscanner, les Dopplers transcraniens et ’arté-
riographie, avec pour objectif d’éviter I'infarctus cérébral. La difficulté de 1" approche par
ischémie retardée réside dans le fait que le diagnostic positif se pose a postériori, apres
la constatation de l'ischémie cérébrale. Le concept d’ischémie retardée est donc utile en
recherche ou dans la prédiction du devenir neurologique de ces patients, mais ne peut étre
utilisé comme cible d'un quelconque traitement car la lésion cérébrale est déja constituée.
Dans la suite de ce travail, on utilisera :

— Détérioration clinique sans préjuger de la cause pour une diminution de plus de

2 points du score de Glasgow, un trouble de la conscience ou une hémiparésie,
aphasie, apraxie, hémianopsie, négligence (signes négatifs) d’une durée supérieure
a une heure.

— Ischémie cérébrale pour un infarctus cérébral survenant dans les 6 semaines apres
I’embolisation de I'anévrysme quelle qu’en soit la cause.

— Ischémie cérébrale retardée (DCI pour Delayed Cerebral Ischemia) pour un infarc-
tus cérébral survenant dans les 6 semaines apres la sécurisation de 'anévrysme et
dont la cause n’est pas due a I’embolisation.

— Vasospasme aura une définition angiographique signifiant la diminution du calibre
artériel. Une diminution de calibre >50% est considérée comme sévere, entre 30 et
50% comme modérée[44].

Quels sont les moyens a notre disposition pour prédire 1’ischémie retardée et diagnos-
tiquer un vasospasme ?
La prédiction du DCI est essentiellement basée sur la classification de Fisher révisée[45]
reposant sur la quantité de sang et la présence ou non de sang dans le systeme ventri-
culaire (Annexe [A.1). Environ 30% des patients Fisher III ou IV vont évoluer vers un
vasospasme, mais en dehors de cette classification, il n’existe pas de biomarqueur capable
de prédire avec plus de précision la survenue du vasospasme et de I'ischémie retardée. Une
revue[46] de 2016 classe les biomarqueurs candidats selon le mécanisme d’apparition du
vasospasme :
— Marqueurs génétiques : polymorphisme dans des genes régulant le métabolisme du
cholestérol[47] ou de I'hémoglobine[4§]
— Marqueurs de la lésion cellulaire : produits spécifiques de la dégradation de la spec-
trine par les calpaines[49] (CCSntf et CCSctf : calpain-derived alpha-spectrin N- et
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C-terminal fragments), ubiquitine hydrolase UCH-L1, neuron-specific enolase[49]
(NSE) et S100B[50].
— Marqueurs de l'inflammation : ICAM-1, VCAM-1[51], TNF[52]
— Marqueurs d’altération du métabolisme : Glutamate, histidine[53] et apolipopro-
téine E[54]
— Marqueurs du tonus vasculaire : Endothéline-1[55], calcium[54] et nitrite/nitrate[56]
dans le liquide céphalo-rachidien.
Cette revue met en évidence la multiplicité des marqueurs et des mécanismes, associés ou
en cause dans le vasospasme et l’ischémie retardée. Néanmoins, aucun de ces marqueurs
ne bénéficie a lui seul d'une spécificité et d’une sensibilité lui permettant d’étre envisagé
comme biomarqueur prédictif en clinique.

1.3 Physiologie plaquettaire

Nous détaillons dans cette partie les fonctions plaquettaires avec les séquences menant
a I’hémostase primaire, les tests biologiques permettant ’exploration plaquettaire puis les
voies impliquées dans les traitements antiplaquettaires, enfin, nous explicitons le profil
plaquettaire dans 'HSA rapporté dans la littérature.

1.3.1 Les fonctions plaquettaires

Les plaquettes ont un réle important dans de nombreuses fonctions physiologiques.
Si elles ont une place capitale dans I’hémostase et les processus thrombotiques, elles ont
également un réle dans I’homéostasie du tonus vasculaire, dans 'inflammation, dans les
réactions de défenses immunitaires ou dans la biologie tumorale (figure [1.1])[57].

Les plaquettes ont un role majeur dans 'hémostase primaire, elles forment le clou
plaquettaire en cas de breches vasculaires. Elles sont particulierement efficaces dans les
vaisseaux de petits calibres, car les forces de cisaillement y sont tres importantes. En si-
tuation physiologique, ’endothélium sécrete des substances anti-thrombogenes, telles que
le monoxyde d’azote (NO), la prostacycline et ADPase naturelle (CD39). En cas de lésions
de 'endothélium, le contact avec le sous-endothélium qui, lui, est fortement thrombogene,
va favoriser la cascade de coagulation permettant ’agrégation plaquettaire. La réalisation
du clou plaquettaire est un processus comportant 4 principales étapes séquentielles ou
simultanées : Padhésion, l'activation, la sécrétion et Pagrégation (figure [1.2)).
L’adhésion des plaquettes au sous-endothélium s’effectue par l'intermédiaire du facteur
von Willebrand, fixé sur son récepteur membranaire : la protéine GPIb. Il induit un chan-
gement de conformation plaquettaire permettant une fixation au sous-endothélium.
L’activation est le pré requis aux autres fonctions plaquettaires et a 'amplification de
cette réponse.

Il existe quatre principales voies d’activation via :

— L’ADP médié par les récepteurs P2Y1 et P2Y12, permettant la mobilisation de
calcium intracytosolique et d’autre part, conduisant a l'inhibition de ’AMPc. Le
role de ’AMPc est d’inhiber la libération des granules et donc l'agrégation et
I’amplification de la réponse plaquettaire.

— La thrombine, ligand des récepteurs PARI et 4.

— Le thromboxane A2 et ’acide arachidonique

14



Hémostase et Thrombose Maintien/Régulation du

Tonus vasculaire

Adhésion
Activation Absorption de la sérotonine
Diffusion AU FEDOS
Secrétion p. )
. Relargage de sérotonine,
Agrégation

L thromboxane,
Activité procoagulante

Réparation tissulaire

prostaglandine pendant
Rétraction du caillot Factivation
Fonction

plaquettaire

v

Défense de I'hdte

Inflammation Biologie tumorale

Athérosclerose Croissance tumorale

Phagocytose/Internalisation de
virus et bactéries
Bactéridie
Relargage de protéines

Asthme allergique Mécrose tumorale

Maladies rénales M &tastases
Chimiotaxie

Interaction plaguettes-Leucocytes . )
plaq oyt microbiennes

Production d'anions superoxydes
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— Le facteur von Willebrand via les récepteurs GPIb-V-IX, GPV,
Ces voies aboutissent a la mobilisation de calcium intracytosolique, a la synthese de
protéines puis a la sécrétion de granules et au changement de conformation de GPIIbIIIa
permettant ’agrégation.
La sécrétion, il s’agit d’'un phénomene actif lié¢ a I'augmentation du calcium dans la
plaquette qui produit la libération du contenu des granules par exocytose. Parmi les
substances libérées, certaines induisent l'activation d’autres plaquettes : il s’agit d'un
phénomene d’amplification.
L’agrégation qui résulte du changement de conformation du récepteur GplIbllla puis
de la fixation de fibrinogene a ce récepteur permettant la liaison entre les plaquettes.
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FIGURE 1.2 — Représentation schématique et simplifiée des voies d’activation menant a l'agré-
gation.
eLes principaux facteurs d’activation plaquettaire sont 'ADP via les récepteurs
P2Y1 et P2Y12 (qui conduit a 'inhibition de ’adénylate cyclase), la thrombine, la
voie du TXA2/ Acide arachidonique. Chacune de ces voies d’activation aboutit &
I’augmentation du calcium intracytosolique et a ’activation plaquettaire incluant
la synthese de protéines, la sécrétion de granules et le changement de conformation
du récepteur GplIbllla. La mobilisation du calcium intracellulaire permet la sé-
crétion du contenu des granules o (contenant le fibrinogene, le facteur plaquettaire
4 (PF4), le facteur Von Willebrand (FvW)) et des granules denses ~ (contenant
de 'ADP et de la sérotonine) ce qui amplifie la réponse plaquettaire et active
la vasoconstriction. Les granules A (non figurées) correspondent aux lysosomes,
renfermant des hydrolases acides et ayant un role dans la lyse des thrombi.
el’adhésion de la plaquette est activée par la fixation du facteur Von Willebrand
au récepteur GPIb-V-IX qui induit un changement de conformation plaquettaire
pour permettre une fixation a I’endothélium.
el’agrégation plaquettaire résulte de ’activation de plusieurs voies de signalisa-
tion intraplaquettaire et de la mobilisation calcique aboutissant au changement
de conformation du récepteur Gpllbllla et a la fixation du fibrinogene qui va lier

ainsi les plaquettes entre elles.
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1.3.2 Les explorations de la fonction plaquettaires

Plusieurs tests plaquettaires sont disponibles, pouvant étudier différentes voies ou fonc-
tions plaquettaires.
Nous décrivons ici les tests utilisés dans notre étude.

Exploration du renouvellement plaquettaire

La numération plaquettaire permet d’approximer le nombre de plaquettes. Un résultat
normal élimine la possibilité de thrombopénie et permet d’assurer que les tests fonction-
nels plaquettaires ultérieurs ne vont pas étre affectés par une thrombopénie. A 1’état
physiologique, 70% de la masse plaquettaire extra-médullaire circulent dans le sang avec
une durée de vie moyenne de 10 jours, ce qui équivaut a un taux de renouvellement d’en-
viron 35 a 45.10%/L de plaquettes par jour. On mesure, ici, le volume plaquettaire moyen
(VPM) et le nombre de plaquettes réticulées. Il s’agit de plaquettes jeunes, équivalentes
aux réticulocytes pour les hématies, ces plaquettes contiennent de I’ARNm, représentant
un parametre pour l'estimation de la capacité de régénération des plaquettes. Ces pla-
quettes réticulées représentent la mesure quantitative de la thrombopoiese.

Ezxploration de l’activation plaquettaire

Le test d’activation plaquettaire in vivo et induite par ADP et TRAP est une analyse par
cytométrie en flux de l'expression membranaire de molécules d’activation plaquettaire
(CD62P et GPIIBIIIA). Il constitue une approche fonctionnelle de la réponse plaquet-
taire a I’état basal et apres stimulation a ’ADP et TRAP. GplIbllla est un récepteur
permettant la liaison au fibrinogéne a la base de I'agrégation plaquettaire. CD62P est
une molécule d’adhésion. L’expression de ces molécules a la membrane des plaquettes
marquent ’activation de la plaquette. Ce test objective donc I’état d‘activation des récep-
teurs membranaires et oriente sur la mise en jeu de certaines voies de signalisation[5§].

Exploration de l'agrégation plaquettaire
Test photométrique d’agrégation plaquettaire sur plasma riche en plaquette en présence
d’inducteurs tels que 'ADP et 'acide arachidonique (gold standard).
Cette technique mesure 'agrégation d’un plasma riche en plaquettes (PRP), obtenu apres
centrifugation a faible vitesse de I’échantillon sanguin du patient, prélevé sur citrate de
sodium, apres addition d’ADP et d’acide arachidonique. Une diminution de I'agrégation
plaquettaire induite par I'un de ces agonistes permet d’évoquer une diminution fonction-
nelle de la voie d’activation plaquettaire étudiée[59].
Mesure de la protéine VASP phosphorylée, activité dépendant du taux d’AMP cyclique
sous la dépendance directe de la voie de signalisation des récepteurs P2Y12. La prosta-
glandine E1 (PGE1) active ’AMPc, tandis que ’ADP inhibe la phosphorylation de VASP
via le récepteur P2Y12 en inhibant ’AMPc. Ainsi, la phosphorylation de VASP (VASP-P)
est directement corrélée avec 'inhibition du récepteur P2Y12.
PFA100 (Platelet Function Analyzer, temps de saignement in vitro) a 1’épinéphrine et a
I’ADP. Il s’agit d'un test global d’appréciation de la fonction plaquettaire avec la mesure
du temps d’occlusion en conditions de flux d’un opercule calibré. Il correspond au temps
nécessaire a 'arrét de I’écoulement du sang par la formation du clou plaquettaire au ni-
veau de l'orifice de la membrane recouverte de collagene (pour mimer la réactivité d’un
vaisseau 1ésé) et utilise deux voies de préactivation plaquettaire 'une par 1’épinéphrine
l'autre par 'ADP[60]. Si ce parameétre a été beaucoup étudié en ce qui concerne les throm-
bopathies, il est moins étudié dans la thrombose.
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Exploration de la fonction endothéliale

Dosage du facteur Von Willebrand et du facteur VIII. Le facteur Von Willebrand est
synthétisé par les cellules endothéliales et les mégacaryocytes. Des multimetres sont créés
dans la circulation sanguine qui vont permettre d’initier I’agrégation plaquettaire. FEn ef-
fet dans les capillaires, la présence d’un flux laminaire a 'origine de force de cisaillement,
induit la déformation des facteurs Von Willebrand a l'origine d'une agrégation plaquet-
taire, formant ainsi des thrombus. Ce phénomene est controlé par la protéolyse de ces
multimeres en 2 sous-unités par une protéine nommées ADAMTS 13 (a disintegrin and
metalloprotease with thrombospondin type I repeats-13).

FExploration de la fibrinolyse
Le role des plaquettes dans la fibrinolyse reste encore a élucider. La plaquette contient cer-
taines protéines qui ont une fonction dans la fibrinolyse. Par exemple, PAI-1, 2-antiplasmine
et FXIII sont antifibrinolytiques, tandis que le plasminogene est fibrinolytique. Nous ex-
plorons, ici, la fibrinolyse par l’exploration de la génération des D-Dimeres a plusieurs
temps. Les D-dimeres sont des produits de dégradation de la fibrine, constituante princi-
pale du caillot sanguin.

1.3.3 Les antiagrégants plaquettaires

Nous rapportons les effets des antiplaquettaires testés dans I’hémorragie méningée sur
les différentes voies d’activation plaquettaire (figure et table . Les antiagrégants
ont été testés pour une grande majorité dans des cohortes de patients ayant bénéficié du
traitement chirurgical de leur anévrisme.

L’aspirine induit une inhibition irréversible de la cyclooxygénase de type 1 par acé-
tylation. Au niveau des plaquettes, cette inhibition bloque la synthese de thromboxane
A2 et inhibe ainsi une des voies de I'agrégation plaquettaire. Comme les plaquettes sont
dépourvues de noyau, elles ne peuvent pas resynthétiser la cyclooxygénase, I’effet persiste
donc pendant la durée de vie de la plaquette. Trois études randomisées et controlées se
sont intéressées a la prise de l'aspine durant I'HSA. Hop[61]étudiait 50 patients traités
par 100mg d’aspirine versus placebo pendant 21 jours, Van den Bergh[62], 260 patients
traités avec les mémes doses durant 14 jours et Mendelow[63], 53 patients traités par
600mg d’aspirine 4+ acide tranexamique. Aucune de ces études n’a pu monter de bénéfice
sur le pronostic sans avoir pu démontrer l’augmentation des saignements. Van den Bergh
est la seule étude incluant des patients ayant regu soit un traitement chirurgical (176
patients), soit un traitement endovasculaire. L’étude post hoc[64] ne retrouvait pas d’ef-
fet du traitement de I'anévrisme sur le bénéfice ou les complications liés a I'aspirine. En
prophylaxie primaire, I’aspirine n’est pas non plus recommandée. Dans une étude[65] de
747 patients présentant un anévrisme, la prise d’aspirine au long cours diminuait le taux
d’hémorragie méningée, elle n’avait pas d’impact sur le grade clinique ou radiologique, le
vasospasme et le pronostic de 'HSA.[63] Le clopidogrel, prasugrel, ticlopidine sont tous
des antiplaquettaires interagissant avec le récepteur P2Y12, le clopidoagrel et le prasugrel
sont des inhibiteurs irréversibles de P2Y12 alors que le ticlopidine est un inhibiteur réver-
sible. Seul le ticlopidine été étudié dans 'HSA. Il s’agissait d'une étude[66] s’intéressant a
135 patients, 66 étaient traités par ticlopidine 300mg pendant 2 semaines et 69 recevaient
le placebo. Il s’agit de la seule étude retrouvant un bénéfice significatif d’un antiagrégant
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plaquettaire a la fois sur le pronostic (p-value=0.37 [0.14;0,98]) et sur I'ischémie retardée
(p-value=0.39 [0.17; 0.86]).

L’ozagrel (OKY-046) est un médicament commercialisé uniquement au Japon et en
Chine et parfois utilisé comme traitement vétérinaire. Il s’agit d’un inhibiteur sélectif de
la thromboxane A2 (TXA2) synthase. Il empéche la conversion de PGH2 (prostaglandine
endoperoxide H2) en TXA2. La réduction de la synthese de TXA2 se fait principale-
ment dans des plaquettes, régulant la production de TXAZ2 et, par conséquent, I’équilibre
TXA2/PGI2. Le but étant de diminuer 'effet pro-thrombotique et vasoconstricteur du
thromboxane. 2 études s’intéressaient a ce traitement. La premiere[67], incluait 48 pa-
tients dans 3 groupes : placebo vs 80mg d’OKY-046 vs 400mg d’OKY-046 pendant 10 a
14 jours apres la chirurgie. La seconde[68], 24 patients dans 2 groupes : OKY-046 IVSE a
1pg/kg/min vs placebo durant 14 jours. Ces études retrouvaient un bénéfice en termes de
vasospasme et d’ischémie retardée sans bénéfice sur le pronostic avec une tendance aux
saignements dans la seconde étude.

La milrinone est un inhibiteur de la phosphodiesterase 111 qui diminue le taux d’AMPc
intracellulaire avec une augmentation des performances ventriculaires et de la vasodila-
tation. Une étude a montré que 'augmentation d’AMPc intéresse également la plaquette
et inhibe I'agrégation plaquettaire induite par ’ADP et l'acide arachidonique[69]. La
milrinone a plusieurs fois été investiguée dans I'HSA, mais sans étude sur la fonction
plaquettaire.

TxA2/ Acide
arachidonique

FIGURE 1.3 — Schéma simplifié des voies impliquées par les antiplaquettaires

Finalement, il s’agit d’études avec de petits effectifs, concernant en tres grande ma-
jorité, des patients avec un traitement chirurgical. La chirurgie avait lieu par rapport au
début des symptomes souvent de fagon treés tardive (entre 4 et 9 jours). Il est difficile de
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Récepteurs Ligands Molécules inhibitrices Mécanismes inhibiteurs
P2Y12 ADP clopidogrel antagoniste
prasugrel ticlodipine cangrelor inhibiteurs compétitifs
a2bp3 Fibrinogene abciximab anticorps monoclonal
TPa TxA2 aspirine inhibition de la synthese de TxA2
OKY-046

TABLE 1.1 — Les différents antiplaquettaires et leur mécanismes inhibiteurs. Les molécules déja

testées dans ’HSA sont en rouge.

juger de la gravité des patients, en effet, la plupart des études utilisent le grade de Hess et
Hunter sans utiliser la classification de Fisher. De plus, les examens utilisés pour mettre
en évidence le vasospasme et l'ischémie retardée ont beaucoup évolués avec notamment
les techniques d’angiographie et I'IRM, permettant probablement de poser plus souvent
le diagnostic positif.
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1.3.4 Profil plaquettaire et hémostase primaire dans ’hémorragie
méningée

Les études animales montrent une activation de I'agrégation plaquettaire[I9] ainsi
qu'une dégradation de 'activité anti-agrégante des cellules endothéliales par ’hémorragie
méningée (diminution de la syntheése de la prostaglandine [PG| 12 et de 1’endothélium
derived remaxing factor) qui pourrait étre en cause dans le vasospasme[70), [71].
Les études chez 'Homme sont rapportées dans la table[1.2] d’aprés une revue de la littéra-
ture de 2015 portant sur I'hémostase primaire dans I'hémorragie méningée[72]. Ces études
concernent en général de petits effectifs, dans une population HSA majoritairement dans
un contexte chirurgicale. Elles sont principalement construites en contrastant les patients
évoluant ou non vers un vasospasme. Elles retrouvent une activité plaquettaire importante
non-différente entre les patients avec ou sans vasospasme et une agrégation importante
chez les patients présentant un vasospasme. De la méme fagon, le thromboxane B2 (va-
soconstricteur) est augmenté ainsi que le facteur von Willebrand avec une diminution de
ADAMTS 13. On retrouve une augmentation du facteur d’activation plaquettaire cou-

plée a une augmentation du PF4 pouvant a la fois entrainer une agrégation plaquettaire
et pouvant également favoriser I'interaction avec les leucocytes.
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23 controles

chirurgicale grade
IT ou III, 70% de

chirurgie >4

Etudes Effectifs Contexte Marqueurs Principaux résultats
étudiés
Juvela[73] | 49 patients Cohorte TBXB2 Pas de différence
chirurgicale, d’agrégation entre
majoritairement vasospasme ou non. TXB2
grade II élevé en cas de vasospasme.
Juvela[I8] | 88 patients, Cohorte Agrégation a J3 : diminution agrégation

PADP et TBXB2

et TXB2 par rapport aux

contrdles. Apres chirurgie :
augmentation agrégation et
TXB2 8/12 DCI avec

angiographique 7

jours
agrégation et TXB2
particulierement élevés
Hirashima[74] 32 patients | Majoritairement PAF et FVW PAF augmente entre J5 et
grade IT et III, J14 particulierement dans le
Fischer 2 et 3 vasospasme mais pas dans le
DCI. Augmentation plus
importante du FVW chez
les DCI
Fujii[75] 117 Cohorte Agrégation Pas de différence
patients chirurgicale D-dimere d’agrégation,D-Dimere/Fg
Grade 1 a5 fibrinogene augmentés chez les DCI par
rapport aux non DCI.
Ohkuma[71] | 13 patients Grade II ou III Prélevements Augmentation de tous les
avec b VS+ (3 jugulaire et parametres & partir de J5
avec chirurgie a périphérique chez les patients avec
J3et2aJl5 et Agrégation vasospasme.
J28) thromboglobuline
TBXB2
Vinge[76] 24 patients Traitement TXB2 Bas ou normal entre J1 et
chirurgical <72h J15.
Vergouwen[77] 31 patients 24 avec ADAMTS13, Diminution de 'ADAMTS
traitement FVW antigene, 13 et augmentation du

propeptide FVW

FVW plus importants chez

sans vasospasme
la majorité Fisher

3

patients avec et activité les DCI.
traitement cofacteur
chirurgical ristocétine du
FVW
Niikawa[78§] 103 35 avec Numération Numération plaquettaire
patients vasospasme 8 plaquettaire plus élevée chez les VS+

TABLE 1.2 — Résumé des études chez 'Homme étudiant la fonction plaquettaire et I’hémostase

primaire dans I’

HSA anévrysmale..
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1.4 Conclusion

A la lumiére de I'Histoire portant sur la découverte du vasospasme et de l'ischémie
retardée, on comprend que le vasospasme soit défini de facon radiologique et plus préci-
sément d’un point de vue artériographique.

Les mécanismes menant a l'ischémie retardée sont incomplétement compris. Le point
de départ est probablement la lyse des caillots de sang dans 'espace sous-arachnoidien
conduisant a la sécrétion de substance vasoconstrictrice menant aux vasospasmes. Cepen-
dant, d’autres facteurs sont mis en cause : I'inflammation, les ondes corticales envahis-
santes et peut-étre également une hyperagrégation plaquettaire menant a la formation de
microthrombi et favorisant le vasospasme.

De nombreuses études ont retrouvé des troubles de la fonction plaquettaire au cours de
I’HSA néanmoins peu se sont intéressées aux voies d’activation plaquettaire. De plus, les
études sur les antiplaquettaires et la fonction plaquettaire, ont été en grande partie faites
chez des patients ayant bénéficiés d’un traitement chirurgical a la phase initiale de 'HSA.
On peut donc raisonnablement penser que I’étude de la fonction plaquettaire et 'activité
des antiagrégants soient différentes chez des patients avec un traitement endovasculaire
de leur anévrisme.

Nous avons donc construit une étude s’intéressant a la fonction plaquettaire dans ’'HSA
dans une cohorte de patients ayant bénéficié d’un traitement endovasculaire de leur ané-
vrysme. Nous nous intéressons particulierement a ’activation, ’agrégation et la fonction
endothéliale. Il nous a paru important d’étudier ces parametres chez les patients ayant
développé ou non une ischémie retardée. Dans un autre temps, le profil d’hyperagrégation
plaquettaire chez les patients atteints d’'une HSA, nous a conduit a les comparer a des
patients d’orthopédie. En effet, ces patients se compliquent fréquemment de thomboses
avec un profil d’hyperagrégabilité plaquettaire qui est bien étudié.

Notre principale hypothese est qu’il existe une hyperactivation et une hyperagrégation
chez les patients HSA, mais plus importante chez les patients développant une ischémie
retardée. Nous tentons de mettre en évidence les voies d’activation plaquettaire préféren-
tielles et d’étudier le niveau d’activation de I’endothélium. Nous postulons que le niveau
d’activation et d’agrégabilité plaquettaires chez les patients HSA est proche de patients a
fort risque de thrombose (patients en post opératoire d'une chirurgie orthopédique).

24



Partie 2

Matériels et méthodes

2.1 Populations étudiées

Les patients sont inclus dans le service de réanimation chirurgicale de 'hopital uni-
versitaire Lariboisiére (Assistance Publique Hopitaux de Paris, Pr Payen) entre 2014 et
2016.

Apres avis du comité d’éthique (CE SRLF 14-25), les patients HSA étaient inclus en ré-
animation chirurgicale dans les 5 jours suivant la date présumée du début de 'hémorragie
méningée secondaire a la rupture d’anévrysme. Une artériographie des quatre axes ini-
tialement pour le diagnostic et pour le traitement de 'anévrysme est effectuée dans les
premieres heures suivant I’admission. Les patients étaient sélectionnés sur le risque élevé
du vasospasme selon la classification de Fisher 3 et 4 en termes de quantité de sang dans
I’espace sous arachnoidien. Il n’y avait aucun impact des résultats de ’étude sur la prise
en charge des patients.

Les criteres d’exclusion pour le groupe HSA étaient I’age inférieur & 18 ans, la grossesse,
un saignement anévrysmal initial antérieur a 5 jours, une craniotomie ou craniectomie
chirurgicale récente, la prise de traitement anticoagulant, antiagrégants plaquettaires ou
anti-inflammatoires dans les 10 jours précédant 'inclusion ainsi que la transfusion de pro-
duits sanguins (culot globulaire, plasma frais congelé ou concentré plaquettaire), du fait
de la modification de la fonction plaquettaire.

Les résultats des patients HSA ont été comparés a ceux de patients en postopératoire d’une
chirurgie orthopédique programmée pour prothese totale de genou ou de hanche (groupe
Postop) apres recueil du consentement éclairé en pré-opératoire. Tous les patients étaient
traités par Dabigatran (antithrombine II) ou par Apixaban (anti-Xa). Il a été considéré
que ces deux types de médicaments n’interféraient pas avec la fonction plaquettaire[79, 80].
Les criteres d’exclusions pour le groupe Postop étaient ’age<18ans, la grossesse, la prise
d’antiagrégants plaquettaires ou anti-inflammatoires ainsi que la transfusion de produit
sanguin (culot globulaire, plasma frais congelé ou concentré plaquettaire).
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2.2 Prise en charge des patients HSA et dépistage du

vasospasime

A leur arrivée, tous les patients du groupe HSA ont bénéficié d’une artériographie
des quatre axes, sous anesthésie générale. L’artériographie avait pour but une exclusion
de anévrysme. Contrairement a la prise en charge rapportée dans les cohortes nord-
américaines, le recours a la neurochirurgie pour clipper 'anévrysme est devenu peu fré-
quent et le traitement endovasculaire facilité par 'accessibilité aux plateaux techniques
de neuroradiologie interventionnelle. Une pose de DVE était indiquée par la présence de
sang dans les ventricules, associée a une hydrocéphalie. En post-interventionnel, les séda-
tions étaient arrétées le plus tot possible (absence d'HTIC et controle des ACSOS) pour
permettre une évaluation neurologique et le sevrage précoce de la ventilation mécanique.
Tous les patients ont recu une prévention de l'ischémie cérébrale retardée par la nimodi-
pine per os (60mg*6/j)[20].

Pour le dépistage du vasospasme précoce, les patients bénéficiaient d’une évaluation neu-
rologique et de Dopplers transcraniens pluriquotidiens[81]. En cas d’aggravation neurolo-
gique ou d’accélération des vélocités cérébrales au Doppler transcranien, définie par des
vitesses moyennes >120 cm/sec, un vasospasme était suspecté.

Dans la littérature, cette approche permet de diagnostiquer un vasospasme grave avec 95%
de sensibilité[81] mais en pratique, elle est rarement répliquée, car elle réclame une ex-
pertise importante de 'opérateur[82]. Le diagnostic était donc confirmé par angioscanner
avec séquence de perfusion. Plusieurs études montrent une bonne corrélation entre ’arté-
riographie et 'angioscanner avec une valeur prédictive négative entre 95 et 99,5%[83]. Le
principal risque de cette technique est de surestimer le spasme du vaisseau et de surdiag-
nostiquer des vasospasmes. En cas de vasospasme confirmé sur I’angioscanner, une arté-
riographie était pratiquée pour le traitement du vasospasme. Dans notre centre, la prise
en charge s’articule afin de tenter de poser un diagnostic précoce du vasospasme (avant
'ischémie cérébrale) et d’agir en amont avec une stratégie invasive en privilégiant I’ap-
proche endovasculaire. En cas de suspicion confirmée de vasospasme avec une conséquence
hémodynamique, une dilatation chimique (nimodipine ou milrinone[84]) ou mécanique
(dilatation par ballon) était pratiquée. Chez certains patients qui avaient un vasospasme
évalué a 50% du diametre initial a angiographie, un traitement IVSE par milrinone (in-
hibiteur de la phosphodiesterase-3) était débuté a la posologie de 1-1,5ug/kg/min[84] Le
diagnostic d’ischémie retardée (delayed cerebral ischemia, DCI) était défini par une is-
chémie cérébrale identifiée en TDM cérébrale ou en IRM apres exclusion d’un infarctus
lié a la procédure en neuroradiologie interventionnelle[6]. Dans certains cas, I'ischémie
cérébrale était attribuée a la procédure intravasculaire initiale lors du traitement de I'ané-
vrysme. Par ailleurs, nous avons relevé les infections secondaires en utilisant les critéeres
classiques de CDC Atlanta[85], comme cause d’inflammation pouvant augmenter 1'acti-
vation et 'agrégation plaquettaire et interférer dans I’analyse des résultats.

2.3 Prélevements et dosages biologiques

Les analyses plaquettaires étaient effectuées a partir de sang prélevé sur tube EDTA
(pour les analyses fonctionnelles et de cytométrie en flux) et tube sec. Les prélevements
étaient effectués les Se et 10e jours dans le groupe HSA afin d’étudier la cinétique de
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la fonction plaquettaire. Les prélevements étaient interrompus si le patient sortait de
réanimation. La sortie de réanimation impliquait que le risque de vasospasme ait été
écarté. Les prélevements étaient effectués le plus souvent a partir de cathéters artériels ou
veineux placés dans le cadre de la prise en charge classique de ces patients qui présentent
des épisodes d’HTA séveres, des dysnatrémies et nécessitent une surveillance de la volémie.
En ’absence de cathéter, le prélevement était effectué lors de la prise de sang quotidienne
de ces patients pour la surveillance de routine. Chez les patients Postop, le prélevement
a lieu a J1 post-chirurgie.
Les tests permettant de la fonction plaquettaire incluaient :
— Exploration de 'activation plaquettaire : 'expression de GplIbllla et CD62P apres
stimulation par ADP et TRAP, et la mesure de la protéine VASP phosphorylé
— Agrégation plaquettaire : le test d’agrégation sur plasma riche en plaquette a 1’état
basal puis stimulé par 'ADP et I'acide arachidonique, et le test plus global par
PFA100
— Exploration de la fibrinolyse par la génération thrombine et la génération DDi-
meres.
— Exploration de ’endothélium : dosage du facteur VIII et du facteur von Willebrand
— Marqueurs d’inflammation : leucocytes, numération plaquettaire et dosage du fi-
brinogene.

2.4 Description des dosages

Les prélevements sanguins des patients HSA étaient faits a deux temps de ’évolution :
I'un précoce (J5) et autre tardif (J10, au pic d’incidence du vasospasme).

Outre les numérations leucocytaires et plaquettaires, I'intensité de I'inflammation sys-
témique a été faite par le dosage du fibrinogene, réalisé selon la méthode de Clauss. Cette
technique consiste en I’évaluation chronométrique en présence d’un exces de thrombine,
le temps de coagulation du plasma dilué étant proportionnel a la quantité de fibrinogene
plasmatique (dispositif automatisé, Diagnostica Stago, Asniére, France). Il n’a pas été
effectué de dosage de la Protéine C réactive (CRP) qui n’était pas effectuée en routine
dans le service.

Concernant 'activation, nous avons effectué un dosage des glycoprotéines alphall-
betad (Gpllbllla) et du CD62P (P-sélectine) par cytométrie en flux (Becton Dickinson,
Montain View, CA) en condition basale (sans inducteur) et apres stimulation par Adeno-
sine diphosphate (ADP) ou par Peptide activateur de récepteur de thrombine (TRAP).
L’activation plaquettaire suivant la voie ADP P2Y12 pour la phosphorylation de la phos-
phoprotéine V stimulée (VASP) a été évaluée par cytométrie en flux et I'index VASP a
été calculée par la médiane de 'intensité de fluorescence des échantillons incubés avec ou
non de I’ADP.

Nous avons utilisé 'exploration globale de la fonction plaquettaire avec le PFA 100
via le platelet function analyzer-100tem (PFA100, Dade-Behring International, Miami,
FL, USA). Le sang est exposé a ’ADP et a I’épinéphrine (EPI), substances activant les
plaquettes, puis il est aspiré a travers un tube dont la paroi est recouverte de collagene,
favorisant la liaison des plaquettes. On calcule alors un temps d’occlusion, marqueur de
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la fonction plaquettaire. L’agrégation plaquettaire est un test pratiqué sans et avec ago-
nistes : ADP 0.6 uM et acide arachidonique 0.2 mg/mL. Sur un échantillon de sang citraté,
centrifugé a 200g pendant 10 minutes a température ambiante pour obtenir un plasma
riche en plaquette. C’est sur plasma riche en plaquette qu’est fait le test d’agrégation par
méthode par turbidimétrie sur Chronolog Aggregometer (Beckman Coulter). L’agréga-
tion est induite par 'addition de 0.6 uM d’ADP ou par 0,2mg/ml d’acide arachidonique
(Sigma, Lyon, France). Le résultat est exprimé en pourcentage d’agrégation représentant
I'intensité maximale.

La fonction endothéliale est explorée par la mesure du facteur VIII et FvW plasma-
tique. Elle est mesurée par méthode ELISA (Asserachrom).

2.5 Comité d’éthique

Ce projet d’étude non interventionnelle est basé sur I’analyse de données biologiques
relatives au risque thrombotique, sans conservation de matériel biologique, chez des pa-
tients hospitalisés en réanimation ayant une hémorragie méningée ou en post-opératoire
d’une chirurgie orthopédique pour protheése de genou ou prothese de hanche. L’informa-
tion et le consentement ont été recherchés, aupres de la famille, ou du patient lui méme,
s’il était en mesure de comprendre 'information donnée. Cette étude a été approuvée par
le comité d’éthique de 1'hépital Lariboisiere (CE SRLF 14-25).

2.6 Analyse statistique

Cette étude est une étude prospective exploratoire pilote. Etant donné le manque

de données dans la littérature, nous avons décidé de commencer ’analyse avec un effectif
arbitrairement fixé a 12 patients dans la cohorte HSA et 6 patients dans la cohorte Postop.
Dans un premier temps, nous avons décidé de représenter les résultats de fagon qualitative,
a partir d'une heatmap. Il s’agit d’une représentation graphique faisant correspondre un
parametre a une couleur par rapport aux valeurs normales. Plusieurs comparaisons sont
effectuées : au cours du temps entre les prélevements précoces (<J5) et les prélevements
tardifs (>J10) et entre les patients ayant ou non développés une ischémie retardée.
Les variables quantitatives recueillies sont exprimées en médiane (25e et 7he percentiles).
La normalité de la distribution ainsi que 'homogénéité des variances n’étant pas réalisées
et les effectifs étant de petites tailles, les comparaisons entre les groupes sont réalisées
a l'aide de tests non-paramétriques (test de Man-Whitney). L’analyse est appariée pour
la comparaison entre J5 et J10, elle est non appariée pour la comparaison entre DCI et
noDCI. Une p-value est considérée comme significative a 0,05. Du fait du petit échantillon,
on note comme une tendance une p-value a 0.1 Les boites a moustaches représente, pour
la boite, le ler et 3eme quartile, et pour les moustaches, les valeurs extrémes. L’ensemble
des statistiques est réalisé sur R version 3.2.
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Partie 3

Résultats

3.1 Description de la population

3.1.1 Pour les patients HSA

Douze patients avec une HSA ont été inclus dans 'étude (détails pour chaque patient
en annexe . La description de ces patients est résumée dans la table . Sur ces 12
patients, 5 ont eu une dérivation ventriculaire externe pour une hydrocéphalie. Six pa-
tients avaient des troubles de la conscience d’emblée ayant conduit a une intubation et
a une ventilation mécanique prolongée (supérieure a 48h). Chez 8 patients, 'apparition
de signes neurologiques et/ou une accélération des vélocités aux Dopplers transcraniens
ont fait suspecter un vasospasme. La vasospasme a été confirmé chez 5 de ces patients
(VS+) par angioscanner puis par artériographie. Tous ces patients ont été traités par
angioplastie mécanique et 2 ont eu en plus une dilation chimique par nimodipine pour des
vasospasmes de localisation plus distale. En raison d’un vasospasme supérieur a 50%, 4
patients ont été traités par milrinone IVSE (inhibiteur de la phosphodiesterase 3, posolo-
gie :1-1.5 pug/kg/min). L’évolution a permis de caractériser une ischémie cérébrale chez 2
patients a 6 semaines en lien avec ’embolisation et une ischémie retardée chez 4 patients
(DCI).
Cinq patients ont présenté une infection secondaire (3 pneumopathies acquises sous ven-
tilation mécanique, 1 pneumopathie d’inhalation et 1 infection dentaire), dont 2 dans le
groupe VS+ et DCI.

3.1.2 Pour les patients d’orthopédie

Le détail de la description des patients du groupe Postop sont détaillés dans la table
[B.2] Six patients ont été inclus dont 2 patients avec une PTH et 4 patients avec une PTG.
Le prélevement chez ces patients a eu lieu a J1-3 de la chirurgie. Ces patients avaient
une anticoagulation efficace par Eliquis ou Pradaxa selon les recommandations (sauf 1
patiente qui a re¢u du Lovenox dans le contexte d’'une ACFA pré-existente).
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HSA (n=12) | DCI (n=4) | noDCI (n=8)

Age (années) 56 [47:60] | 55 [51;60] 58 [47;60]

Sexe (femme) 9/12 (75%) | 4 (100%) 5 (62%)

WFNS 2 [1:5] 1[1:5] 2 [1.5;4.5]

Fisher III 2 (17%) 0 2 (25%)

Fisher IV 10 (83%) 4 6 (75%)

Nombre d’artériographie 2 4 1

GOS 4.5 [4:5] 4 [3:5] 5 [4:5]

TABLE 3.1 — Résumé des caractéristiques des patients HSA, avec une ischémie retardée ou sans
ischémie retardée. DCI= Delayed Cerebral Ischemia, noDCI=no Delayed Cerebral
ischemia, GOS=Glasgow Outcome Scale a 6 mois. Les résulats sont exprimées en

médiane, 3eme et 4eme quartile ou en nombre de patients.

3.2 Comparaison entre les dosages a J5 et J10

Les résultats sont résumés dans la table 4. Nous détaillons le profil de I’hémostase
primaire pour chacun des patients dans la figure 4. Le nombre de plaquettes était dans les
normes aux 2 temps, on note néanmoins une augmentation entre J5 et J10. Le nombre de
leucocytes et le dosage du fibrinogene étaient élevés. Ces marqueurs sont en faveur d’une
inflammation qui augmente au cours du temps.

Les plaquettes avaient une expression importante de GplIbllla et de P-Selectine a 1’état
basal et apres stimulation par FADP et TRAP. L’expression de GplIbllla stimulée par
I’ADP diminuait significativement au cours du temps. La voie de 'ADP, étudiée par
I'index VASP, était similaire a J5 et J10 mais plus élevée que les valeurs normales.

Il existait une agrégation plaquettaire importante particulierement quand elle était initiée
par ’ADP. Elle n’était pas significativement différente au cours du temps. L’agrégation se
maintenait apres 6 minutes. On observe une agrégation plaquettaire spontanée que nous
n’incluons pas dans ces analyses. Le PFA 100 stimulé par ’ADP et ’épinéphrine tend a
augmenter avec le temps.

Le dosage plasmatique du facteur VIII et I'activité du facteur Von Willebrand étaient plus
élevés que les valeurs normales. Le facteur VIII augmentait entre J5 et J10. La génération
D-dimere, exprimée en AUC était tres élevée chez les patients HSA (AUC=67469,25
[1372:6260], mesurée seulement a J5).
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Préléevement précoce (J5) Prélevement tardif (J10) P-value Valeurs normales
médiane quartile médiane quartile
Plaquettes (10°/L) 244 [224;368] 380 [272;511]  0.03** [150 ;450]
Leucocytes (10°/L) 9.8 [7.8;12,2] 11.1 [8.5;14,5] 0.2 [4;10]
Fibrinogene (g/L) 5.0 [3.9;6.8] 5.8 [5.1;6,9] 0.5 [2;4]
FVW (%) 190 [173:235] 243 [190:282]  0,05%* (50 ;150]
FVIII (%) 300.0 210;362] 190.0 [173232] 0.15 (50 ;150]
GplIblIIa (nb of sites)
basal 16618 [14174;18246] 16450  [15580;17980] 1 -
ADP 30702 [29347.33832] 28927 [26458;32500]  0.03** -
TRAP 30062 [27375;31713] 30526 [28164 ;31817] 0.4 -
P-Selectin (% of cells)
basal 6 [4;8.5] 5 (28] 0.9 <5
ADP 82 6283] 71 63:73] 0.3 (60 ;70]
TRAP 90 89:93] 90 [85:90] 0.5 >75
Index VASP (%) 84 [72,85] 83 [6236] 0,6 >50
Agrégation (%)
ADP0.6 29 22146 52 [3488] 0.3 [14;25]]
AA05 82 [76 ;6] 89 (46 ;95] 0.9 (85 :96]
PFA 100 (sec)
ADP 117 [101 ;148] 130 105 ;256] 0.1* [71:118]
EPI 87 [64:106] 100 [76 ;145] 0.09* [85165]

TABLE 3.2 — Comparaison entre parametres inflammatoires, d’activation et d’agrégation chez

les patients du groupe HSA a J5 (précoce) et a J10 (tardif). HSA : hémorragie sous

arachnoidienne, FVW : facteur von Willebrand, ADP : adenosine diphosphate,

TRAP : thrombin receptor activating peptide, VASP :vasodilator-stimulated phos-

phoprotein, ADP 0.6 : adenosine diphosphate at 0.6 M, AA : arachidonic acid a

0.5M, PFA : platelet function analyzer, Epi :

epinephrine, FVIII= facteur VIII.

Les valeurs sont présentées en médianes (2575 percentiles), 'analuse utilise un test

de Mann Whitney apparié. * :p-value<0.1, ** :p-value=0.5

32



3.3 Fonction plaquettaire et hémostase durant la période

a risque de vasospasme

Nous nous sommes intéressés au lien entre la fonction plaquettaire et l'ischémie re-
tardée durant la période de vasospasme (prélevement a J10). Nous avons comparé les
résultats de fonction plaquettaire chez 4 patients DCI et 7 patients noDCI a J10 quand
le fait d’avoir eu ou non un vasospasme est clairement établi. Nous rapportons également
les 2 patients avec l'ischémie cérébrale due a la sécurisation de I'anévrisme. L’expression
de GplIbllla était similaire dans les groupes DCI et noDCI (figure . En revanche,
I’expression de la P-sélectine, bien qu’étant similaire dans les 2 groupes, semblait plus
étalée chez les DCI (figure . Cette constatation se confirmait lorsque les plaquettes
étaient stimulées par de 'ADP (figure [3.2).

L’index VASP était similaire dans les deux groupes, avec des valeurs normales. On note
que l'index VASP dans le groupe DCI était diminué par rapport au groupe noDCI (57%
[43;71] et 83% [70;86] respectivement, p=0.30). Le seul patient DCI qui n‘était pas traité
par milrinone avait également un index VASP abaissé.

L’agrégation plaquettaire en réponse a I’ADP était tres élevée chez les DCI et les noDCI,
sans différence entre les deux groupes (noDCI : 61% [26;93], DCI : 52% [50;69], p=0.90)
alors que 'agrégation plaquettaire en réponse a l’acide arachidonique était normale dans
les 2 groupes (DCI : 71% [76;86], noDCI :84% [72;91], p=0.90) . Il est & noter que le
nombre de plaquettes immatures tendait a étre plus élevé chez les patients DCI que chez
les patients noDCI (DCI= 15,8 [15,4; 16,2] ; noDCI=10,8 [5,6;15,3], p=0.20) mais le vo-
lume plaquettaire moyen était similaire (DCI=6,6 [6,5; 7,5]; noDCI=8 [7; 8,4], p=0,5).
Le temps d’occlusion, explorée par le PFA 100, était équivalent chez les noDCI et les DCI
aussi bien en réponse a '’ADP, qu’en réponse a ’épinéphrine (PFA Epi= DCI : 137 [128;
183]; noDCI : 93 [77; 144], p=0.44/ PFA ADP : DCI : 93 [77; 144] ; noDCI : 99 [76 ; 186],
p=0.60).

A J10, le dosage du FVIII et le FVW activé étaient augmentés par rapport au premier do-
sage a Jb, les valeurs tendaient également a étre plus élevées chez les DCI que les noDCI-
(FvW= DCI : 305 [301;323]; noDCI : 174 [155;222], p=0,1 / FVIII= DCI : 310 [254;
368]; noDCIT : 213 [188;240], p=0.08). Si on compare ces 2 marqueurs a J5 et J10, le
facteur VIII était déja élevé a J5 chez les patients DCI. Pour le FVW | il diminuait chez
5/7 noDCI entre J5 et J10 alors qu’il augmentait chez les DCI. 1l est a noter que 'un
des 2 patients noDCI, qui avait un FVW qui augmentait entre J5 et J10, présentait une
ischémie cérébrale liée a I'embolisation. Lorsqu’on reliait les valeurs de FVW et FVIII
aux GOS, il ne semblait pas y avoir de seuil permettant de prédire un mauvais outcome

(figure [3.3).
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3.4 Fonction plaquettaire dans ’hémorragie méningée

et statut inflammatoire

Nous comparons les patients avec une hémorragie méningée a un groupe de patients
en post opératoire d’orthopédie dont le profil inflammatoire est bien étudié.
Nous détaillons le profil de I’hémostase primaire pour chacun des patients des 2 groupes au
travers de la figure 13. Graphiquement, les patients HSA ont comme les patients d’Ortho
une forte activation via la voie de I’ADP, ainsi qu'une importante agrégation également
sur la voie de ’ADP. Il existe peu d’agrégation sur la voie de I'acide arachidonique chez
les HSA par rapport aux Postop.
Les résultats sont résumés dans la table [3.3] Le nombre de plaquettes et de leucocytes
était normal. Le fibrinogene était augmenté de fagon similaire dans les 2 groupes. Les
plaquettes ont une expression basale de Gpllbllla et de P-selectine tres élevée dans les
deux groupes, la réponse était aussi importante quand les plaquettes sont stimulées par
I’ADP. On observe chez 2 patients (un dans le groupe HSA et un dans le groupe Postop)
une agrégation spontanée, en conséquence ces patients n’ont pas été analysés. L’agrégation
stimulée par 'ADP était élevée dans les 2 groupes, particulierement chez les Postop. Le
PFA100 était dans des valeurs normales, dans les 2 groupes, quand il était stimulé par
I’ADP, il était allongé dans le groupe HSA quand il était stimulé par I’épinéphrine. Le
FVIII et le FVW étaient augmentés dans les 2 groupes.
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Postop HSA P-value Valeurs normales

médiane quartile médiane quartile
Plaquettes (10?/L) 346 [309 ;440) 244 [224 ;368] 0.24 [150;450]
Leucocytes (10°/L) 10.9 [10.7;11.9] 9.8 [7.8112.2] 0.57 [4:10]
Fibrinogene (g/L) 7.0 [5.1;7.9] 5.0 [3.9:6;8] 0.15 [2;4]
FVW (%) 284.0 (280 ;320] 186.0 155 ;264] 0.02 [50;150]
GplIblITa (nb of sites)
basal 18267 [16321;19114] 16618 [14174;18245] 0.66
ADP 29547 [28147 ;32665] 30702 [20347 ;33831] 0.51
TRAP 33381 [30316;33504] 30062 [27375;31712] 0.44
P-Selectine (% of cells)
basal 4.5 3.2:5.8] 6.0 [4:8.5] 0.65 <5
ADP 770 [71:77] 82.0 [62:83] 0.48 [60;70]
TRAP 935 [91.5;94.8] 90.0 89;93] 0.14 >75
Index VASP (%) 83.3 179:91] 83.5 72.2 :85] 0.48 ~50
Agrégation (%)
ADP0.6  80.0 [79,;90] 29.0 (22 146] 0.13 [14;25]
AA05  95.0 [72:101] 82.0 76 ;6] 0.39 (85 ;96]
PFA 100 (sec)
ADP 780 [70:112] 87.0 [64106] 0.93 [71:118]
EPI 780 70 ;84] 117.0 [101;148] <0.01 [85:165]
FVIII (%) 300.0 210:362] 190.0 [173:232] 0.15 [50:150]
D-Dimeére gen (AUC) 34275 [26114;40709] 19403 [16412 ;42067 0.90 [3380;6250]

TABLE 3.3 — Comparaison entre parameétres inflammatoires, d’activation et d’agrégation chez
les patients du groupe HSA et Postop. HSA : hémorragie sous arachnoidienne,
Postop : patients de chirurgie orhtopédique, FVW : facteur von Willebrand,
ADP : adenosine diphosphate, TRAP : thrombin receptor activating peptide,
VASP :vasodilator-stimulated phosphoprotein, ADP 0.6 : adenosine diphosphate
at 0.6 M, AA : arachidonic acid a 0.5M, PFA : platelet function analyzer, Epi :

epinephrine, FVIII= facteur VIII, D-Dimer gen : D-Dimer generation.
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Partie 4

Discussion

4.1 Résumé et critiques des résultats

4.1.1 Fonction plaquettaire dans ’HSA

L’originalité de cette étude est de s’étre intéressée uniquement a une population de
patients avec une prise en charge initiale endovasculaire avec un profil plaquettaire qui
n’est donc pas di a I'inflammation générée par la neurochirurgie. Cette population avait
un risque important de vasospasme et de DCI, avec une incidence proche de celle retrou-
vée dans la littérature (environ 40%) chez des patients présentant une HSA Fisher IIT et

IV.

Nous pouvons mettre en évidence le profil plaquettaire chez des patients ayant une
HSA anévrysmale au cours du temps. Les plaquettes de ces patients étaient tres activées
particulierement lorsqu’elles étaient stimulées par ’ADP mais également tres agrégable.
Cette réponse importante a I’ADP suggere une importance de cette voie d’activation. Les
tests globaux de fonction plaquettaire sont plutot en faveur d’'une diminution de la forma-
tion du clou plaquettaire. On note également une activation endothéliale et une fibrinolyse
importante, observées par le taux de FVIII, de facteur Von Willebrand et de la génération
D-Dimeres. Le profil plaquettaire semblait se modifier au cours du temps : I'inflammation
tente & augmenter ainsi que 'agrégation alors méme que 'activation diminue (tout en
restant élevée).

4.1.2 Comparaison avec le groupe Postop

La comparaison avec le groupe Postop donnait des informations sur le niveau d’acti-
vation/agrégation des plaquettes dans un groupe reconnu a fort risque de thrombose, elle
avait également pour but de comparer le profil inflammatoire des patients HSA par rap-
port a un groupe inflammatoire non septique dont les caractéristiques plaquettaires sont
connues. En effet, la prothese totale de genou et de hanche sont reliés a un taux de throm-
boses cliniques important avec une hyperactivation et une hyperagrégabilité plaquettaire
dont les mécanismes ne sont pas clairement identifiés mais lié d’une part aux saignements
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induits par cette chirurgie et d’autre part a l'inflammation générée[21]. Notre hypothese
était que le niveau d’hyperagrégabilité plaquettaire était proche de patients a fort risque
de thrombose. Nous avons pu montrer que I'activation plaquettaire a I’ADP était similaire
dans les deux groupes en revanche, il semble que I'agrégation soit plus importante dans
le groupe Postop que dans le groupe HSA.

De la méme fagon,la fibrinolyse était plus importante chez les patients Postop que les
HSA, en faveur d’une activation endothéliale avec la prédominance de la voie du tPA
(fibrinolyse liée a 'activation endothéliale) sur celle de PAI1 (inhibition de la fibrinolyse
liée a I'inflammation).

4.1.3 Evolution vers l’ischémie retardée

Nous nous sommes également intéressés a la fonction plaquettaire chez les patients
développant ou non une ischémie retardée. Dans le service, le vasospasme était diagnosti-
qué précocement en raison d’'un monitoring intensif et pouvant étre confirmé rapidement
par artériographie quand cela était nécessaire. Une ischémie cérébrale a 6 semaines, était
retrouvée chez 6 patients avec pour 2 patients, une ischémie due a la sécurisation de
I’anévrysme. Dans la littérature, le role du vasospasme dans le DCI n’est pas clair car on
observe des ischémies retardées chez des patients n’ayant pas de mise en évidence du va-
sospasme artériographique et des vasospasmes ne donnant pas d’ischémie retardée. Dans
notre petite cohorte, 4 patients sur les 5 patients ayant un vasospasme, présentaient une
ischémie retardée. Nous n’avons malheureusement pas pu observer de différence de profil
plaquettaire chez les patients développant une ischémie retardée ou un vasospasme. Les
2 ischémies cérébrales dues a I’embolisation n’avaient pas non plus de profil plaquettaire
particulier a part des niveaux de P-sélectine normale ce qui différait des patients ayant
développé une ischémie retardée.

4.2 Limites méthodologiques

On peut reprocher a ce travail de n’avoir inclus que 12 patients en deux ans mais il
s’agissait d'un travail exploratoire dont le but était d’inclure des HSA simples (pas de
comorbidités chez les patients, pas de dysfonction surajoutée a la prise en charge, d'un
mécanisme anévrysmal pur). La petite taille de notre cohorte limite l'interprétation des
résultats concernant la survenue du vasospasme et de l'ischémie retardée. Elle présente
également un biais car les patients ayant développé un vasospasme ont pratiquement (4
patients/5) tous été traités par milrinone dans les suites. La petite taille de I’échantillon et
le nombre de données manquantes limitent grandement les interprétations que I'on peut
tirer de cette étude mais elle donne néanmoins des pistes de recherche.

Le groupe controle est discutable. Nous avons comparé des patients atteints d’une
HSA a des patients en post-opératoire. L’hypothese était que le profil plaquettaire de ces
patients étaient en lien avec une inflammation non septique. L’idée qui s’en dégage est
que malgré une lésion vasculaire limitée dans ’'HSA, le niveau d’activation est proche de
patients ayant subit une chirurgie hémorragique et délabrante. Initialement, nous souhai-
tions faire également une comparaison avec des patients atteints d’un hématome intra
cranien afin de comparer le profil plaquettaire du saignement intracérébral et de I'HSA.
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Néanmoins, un changement de prise en charge de ces patients, conduisant a avoir recours
de plus en plus a la chirurgie d’évacuation de ’hématome, ne nous a pas permis d’in-
clure ces patients. Pour les 2 patients que nous avions inclus, les niveaux d’activation,
d’agrégation plaquettaires et d’activation endothéliale étaient superposables aux patients
avec HSA, suggérant peut étre un role prépondérant des lésions cérébrales dans le profil
plaquettaire constaté. D’autres groupes de comparaison auraient pu étre envisagés comme
des patients programmés de neuroradiologie interventionnelle ou de coronarographie pour
évaluer le réle de I'artériographie dans I’activation plaquettaire.

Cette étude pose la question de la reproductibilité de ces résultats. Nous nous sommes
intéressés, ici, aux patients ayant eu un traitement endovasculaire de leur anévrysme car
nous bénéficions d'une grande disponibilité du plateau technique mais également car il a
été montré qu’une prise en charge endovasculaire pour le traitement de 'anévrysme, plutot
que chirurgicale, diminuait la survenue du vasospasme et de l'ischémie retardée[l] mais
aussi qu’elle améliorait le pronostic[86]. L’approche quasi-exclusivement endovasculaire est
une particularité de notre centre. De la méme fagon, les moyens cliniques et paracliniques
mis en oeuvre a la recherche d’un vasospasme conditionnent son diagnostic. Il n’y a pas
eu de surdiagnostic de vasospasme car 4 patients/5 avaient une ischémie retardée dans les
suites.

4.3 Une suractivation plaquettaire

Nous avons constaté que les plaquettes des patients HSA étaient particulierement acti-

vées. L’expression importante de la P-selectine refletent une activation plaquettaire apres
un relargage des granules alpha. Cette exocytose plaquettaire pourrait ainsi étre 1'une
des causes de la sécrétion de sérotonine et de thromboxane, deux molécules ayant des
propriétés vasoconstrictives. Dans ce contexte, I'expression qui diminue apres stimulation
a ’ADP, au cours du temps, en restant tout de méme tres élevée, pourraient étre secon-
daire a une suractivation plaquettaire liée a un épuisement des plaquettes. Le taux élevé
de renouvellement plaquettaire avec un niveau de plaquettes immatures plus élevées (mais
non significatifs) chez les patients DCI que chez les patients noDCI pourraient étre un
argument de plus, en faveur de cet épuisement plaquettaire.
Les niveaux similaires de P-sélectine dans les groupes HSA et Postop pourraient étre en
lien avec une inflammation non-septique importante dans ces deux groupes. En effet, la
P-sélectine est contenues dans les granules plaquettaires et s’expriment a la surface mem-
branaire au cours de l'activation. Les monocytes, neutrophiles et éosinophile expriment
le ligand correspondant PSGL-1 pouvant ainsi former un agrégat plaquettes-leucocytes.
Cet agrégat augmente le relargage par les monocytes de cytokynes pro-inflammatoires et
favorise 'adhésion des monocytes a I'endothélium|[87]. Ces médiateurs pro-inflammatoires
contribuent a l’expression endothéliale des molécules d’adhésion et a la lésion de la bar-
riere hémato-encéphalique, favorisant U'infiltration des leucocytes dans le tissu cérébral [88].
Par conséquent, les plaquettes pourraient jouer un role dans la signalisation inflammatoire
dans la période précoce de l'ischémie.
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4.4 Une activation endothéliale

Concernant 'activation endothéliale, nous avons trouvé une modification du profil du
facteur Von Willebrand et du facteur VIII au cours du temps. L’activation endothéliale
semble étre majeure et pourrait étre en lien avec le développement de I'ischémie retardée.
Les taux élevés de facteur Von Willebrand et de facteur VIII, spécialement dans le groupe
avec vasospasme pourraient étre reliés avec une activation endothéliale et une diminution
de lactivité d’ADAMTS 13, comme décrit dans les maladies inflammatoires telles que la
microangiopahie thrombotique. Il est néanmoins a noter que 'artériographie par la mon-
tée d'un cathéter dans les vaisseaux est également une cause d’augmentation du facteur
VIII et du facteur Von Willebrand. En effet, chez des chiens ayant une occlusion d’une ar-
tére maxillaire/vertébrale ou linguale, apres revascularisation par coiling, il était observé
des niveaux de facteurs Von Willebrand plus élevés apres le geste et perdurant pendant

plusieurs jours[89]. L’ inflammation, quelle qu’en soit sa cause, augmente elle-aussi les taux
de FVIII et FVW circulants.

4.5 La voie de PADP, une voie préférentielle

Il semble que la voie de I’ADP soit particulierement impliquée dans le profil plaquet-
taire que nous observons apres hémorragie méningée. Dans la méta analyse de la Cochrane
de 2007 étudiant les traitements antiplaquettaires dans I’hémorragie méningée, 7 études
ont été incluses, concernant 1385 patients. Les antiagrégants plaquettaires réduisaient le
nombre de pronostic défavorable et d’ischémie retardée sans différence significative et aug-
mentaient le nombre de complications hémorragiques. Deux limitations sont a apporter
a ces constatations. Les patients de ces études avaient un traitement de leur anévrysme
principalement par chirurgie et dans une bien moindre mesure par neuroradiologie in-
terventionnelle. On peut raisonnablement penser que la neurochirurgie et ’adjonction
d’un traitement antiagrégant plaquettaire puissent augmenter le risque de complications
hémorragiques. D’autre part, quand les agents antiplaquettaires étaient étudiés individuel-
lement, seule la ticlodipine était associée significativement a une diminution du nombre de
patients avec un mauvais pronostic. La ticlodipine est un inhibiteur de la voie de ’ADP
ce qui va dans le méme sens que nos observations.

La milrinone n’a pas fait preuve de son efficacité dans ’'HSA au travers d'une étude
prospective, contrélée. Néanmoins, plusieurs études ont montré son intérét dans la prise en
charge du vasospasme : Lannes et al. [60] rapporte 88 patients avec un vasospasme traité
avec un protocole spécifique comprenant une perfusion de milrinone, 70% des patients
avaient un bon outcome a 1 an avec un score de Rankin modifié <2, Fraticelli et al. [84]
montre chez 22 patients une augmentation du calibre artériel apres dilatation chimique
par milrinone et un score de Rankin modifié<2 a 1 ans chez 18/22 patients. Le gain ap-
porté par la milrinone est souvent considéré en lien avec son effet inotrope positif et son
effet vasodilatateur. Un autre role de la milrinone qui pourrait étre ajouté, ici, est son effet
antiplaquettaire. En effet, certaines études[69, [90] ont montré un effet antiplaquettaire de
la Milrinone : chez des adultes sains et des patients en post opératoire d’une chirurgie du
genou, il existait un effet antiplaquettaire sur la voie de ’'ADP et 'acide arachidonique
qui était dose-dépendant. L’activation particuliere a 'ADP dans I’hémorragie méningée
pourrait expliquer une partie de l'efficacité de la Milrinone. Concernant notre population
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de VS+, le traitement par milrinone IVSE pourrait avoir eu un double effet sur le va-
sospasme et 1'ischémie retardée : a la fois un effet vasodilatateur mais également un effet
antiagrégant plaquettaire.

Dans le méme ordre d’idée, la nimodipine donnée en prophylaxie chez les patients avec
une HSA, ne diminue pas l'incidence du vasospasme mais améliore le pronostic, peut étre
en lien avec un effet antiplaquettaire. En effet, dans une étude randomisée[73] avec 41
patients recevant soit de la nimodipine, soit un placebo, le traitement par nimodipine
n’avait pas proprement d’effet sur l'agrégabilité des plaquettes. En revanche, le relar-
gage de thromboxane B2 augmentait significativement dans le groupe avec placebo alors
qu’il restait stable dans le groupe nimodipine suggérant un effet antiplaquettaire de la
nimodipine, pouvant jouer un role dans la diminution de l'ischémie cérébrale retardée et
I’amélioration du pronostic.
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Partie 5

Conclusion et perspectives

Nous avons confirmé I'hyperactivation et 'hyperagrégabilité des plaquettes dans des
échantillons sanguins de patients apres une HSA anévrismale alors que tous étaient traités
par la méthode endovasculaire. La voie d’activation des plaquettes de ’ADP était parti-
culierement stimulable.

Le profil plaquettaire se modifiait au cours de temps avec une agrégabilité qui se ma-
jorait alors que 'expression des molécules membranaires associées a l'activation tendait
a diminuer. Chez les patients qui présentaient un vasospasme, ’activation endothéliale,
explorée par le FVIII et le FvW, était particulierement élevée en comparaison des patients
n’ayant pas de vasospasme. Lorsqu’on comparait les patients avec HSA au patient de chi-
rurgie orthopédique dont le statut thrombotique est reconnu, le profil d’activation était
similaire, alors qu’ils n’avaient pas eu d’intervention chirurgicale. Ces résultats obtenus
sur une petite cohorte de patients soulignent l'intérét de considérer I'impact de la fonction
plaquettaire dans 'HSA, en particulier lors des procédures endovasculaires a haut risque
thrombotique effectuées pour le traitement initial ou le vasospasme.

Les traitements inhibiteurs de la fonction plaquettaire pourraient étre proposés pour
la prévention des lésions vasculaires associées au vasospasme apres la prise en compte du
risque hémorragique individuel. Le timing de ces traitements, durant I'artériographie, en
dose unique ou dans les suites selon la durée de vie des agents utilisés, mériterait alors
d’étre étudié.

L’étude des concentrations circulantes de facteurs endothéliaux, tels que le FVIII et le
FvW, pourrait avoir un intérét dans 1’évaluation du risque de vasospasme et son évolution
dans le temps.

Si la prédiction du vasospasme et de l'ischémie retardée est un enjeu important, les

traitements a proposer pour traiter le vasospasme ou la découverte d’une prophylaxie chez
les patients les plus a risque sont un défi majeur dans cette pathologie.
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Annexe A :

% Fréquence

rade TDM Fréquence Inf.

e Aspact patients | DID % (n) | "0

0 Pas de sang 5 % 0 %(0/15) 0 % (0/15)
HSA minime,

1 pas de sang dans les 2VL 30 % 12 %(10/83) |6 % (5/83)
HSA minime,

2 présence de sang dans les|5 % 21 %(3/14) |14 % (214)
2VL
HSA importante*,

3 pas de sang dans les 2 VL 43 % 19 %(22/117) {12 % (14/117)
HSA importante*,

4 présence de sang dans les|17 % 40 %(19/47) |28 % (13/47)
2VL

100 % 20 %(54/276) |12 % (34/276)

* 2 au moins 1 citerne ou scissure completement remplie de sang.
VL: ventricules latéraux, DID: déficit ischémique différé, inf. cér: infarctus cé-

rébral

F1GURE A.1 — Classification Fisher modifiée et risque de DCI (Delayed cerebral ischémia)
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Fonction plaquettaire et altération de ’hémostase aprés hémorragie sous
arachnoidienne

Contexte : Les mécanismes menant au vasospasme et a l'ischémie retardée apres hémorragie
sous arachnoidienne anévrysmale (HSAa) ne sont pas complétement compris. L’activation pla-
quettaire et I'altération de I’hémostase pourraient étre en lien avec le vasospasme et ’ischémie
retardée. Nous avons étudié la fonction plaquettaire de patients avec HSAa au cours du temps,
selon la présence d’une ischémie retardée puis comparé a des patients ayant une inflammation
aigue en lien avec une chirurgie orthopédique.

Methode : Les prélevements sanguins ont été analysés a J5 et durant la période a risque de
vasospasme (J10) pour 'expession de GplIbIIla et P-selectine, et pour le niveau d’agrégation en
présence d’agoniste. La fonction endothéliale était évaluée par dosage des facteurs VIII et von
Willebrand.

Resultats : 12 HSAa de haut grade avec une prise en charge endovasculaire ont été incluses ainsi
que 6 patients dans le groupe de chirurgie orthopédique. Les plaquettes des patients avec HSAa
étaient activées et restaient activées au cours du temps, en particulier sur la voie de ’ADP. Les
dosages en facteurs VIII et von Willebrand augmentaient avec I’ischémie retardée, démontrant
une importante activation endothéliale. L’activation des plaquettes des patients HSAa et du
groupe de chirurgie orthopédique était similaire.

Conclusion : Les plaquettes et ’hémostase primaire des patients HSAa présentent une altéra-
tion sévere qui pourrait jouer un réle dans les ischémies chez ces patients. Certains parameétres
pourraient étre utilisés comme biomarqueurs pour prédire I’ischémie retardée.

Mots clés : plaquette, hémorragie sous arachnoidienne, vasospasme, ischémie retardée, angio-
plastie, inflammation, endothélium

Platelet function and hemostasis alterations after aneurysmal subarachnoid
hemorrhage

Context : Vasospasm and delayed cerebral ischemia after aneurysmal subarachnoid hemorrhage
(aSAH) remain incompletely understood. Platelet activation and alterations in hemostasis might
lead to vasospasm and Delayed Cerebral Ischemia (DCI). We investigated platelet function and
hemostasis in aSAH patients over time and compared platelet function of patients with and
without DCI. We detailed also platelet functions in SAH patients in comparison with the pla-
telet functional profile obtained in patients having an acute inflammation related to orthopedic
surgery

Methods : Blood samples were studied after aSAH onset (day 5) and then during period at risk
of vasospasm (day 10) for the expression of GpIIbllla and P-selectin as well as the aggregation
rate in the presence of agonists. Endothelium function was evaluated with plasma factor VIII
and von Willebrand.

Results : 12 high grade aSAH with coiling aneurysm were include and 6 patients in Postop
group. aSAH platelets were activated and remained activated over time, especially on the ADP
pathway. Plasma factors increased with DCI, demonstrating a propensity towards endothelial
activation. Platelets of SAH and Postop patients were similarly activated

Conclusions : aSAH patients showed severe alterations of platelet function and hemostasis
that may play a role in the risk of clotting and ischemia. Some of the hemostasis alterations
may be potential biomarkers that can be used to detect vasospasm.

Keywords : Platelet, subarachnoid hemorrhage, vasospasm, delayed cerebral ischemia, angio-
plasty, inflammation, endothelium
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