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I-INTRODUCTION 
 

Les vésicules extracellulaires (VE) constituent une population hétérogène de petites 

structures entourées d’une membrane libérées dans le milieu extracellulaire par la plupart des 

types cellulaires. Elles peuvent être divisées en sous-populations en fonction de 

caractéristiques spécifiques telles que leur biogenèse, leur taille, leur contenu ainsi que leurs 

fonctions biologiques. Il existe 3 catégories principales en fonction de leur mécanisme de 

formation. Les exosomes sont générés par la fusion des corps multivésiculaires avec la 

membrane. Les microvésicules (MV) proviennent du bourgeonnement des membranes 

cellulaires alors que les corps apoptotiques sont issus des derniers stades de l'apoptose 

cellulaire 1,2. Une fois libérées par les cellules, les MV circulent dans une variété de fluides 

corporels et vectorisent les informations vers de multiples cellules cibles dans l’organisme 3. 

Les MV sont extrêmement diverses en fonction de l'inducteur qui déclenche leur biogenèse et 

de leur cellule mère. Elles sont considérées à la fois comme une signature moléculaire des 

cellules dont elles sont originaires et comme un support d'informations biologiques importantes 

pouvant être échangées avec des cellules voisines 4. L’origine diverse des MV est responsable 

de l’hétérogénéité des structures, de la composition des lipides, des protéines et des acides 

nucléiques tels que les ARNm et les miARN, ce qui entraîne une multitude de fonctions. En 

raison de la sélection de molécules qu’elles portent, les MV ont été impliquées dans différents 

processus physiopathologiques tels que la coagulation, l’inflammation, l’angiogenèse ou le 

dysfonctionnement endothélial 5,6.  

Ce profil coagulo-inflammatoire a conduit logiquement au cours des dernières années à 

la question de leur implication dans la thrombose. Pour aborder la question du rôle des MV 

dans la thrombose associée au cancer (CAT), les MV doivent être intégrées dans leur 

environnement vasculaire complexe avec tous les partenaires contribuant à la formation du 

thrombus, y compris les cellules immunitaires innées telles que les cellules 

polymorphonucléaires et les monocytes, les cellules endothéliales, des plaquettes et aussi des 

cellules tumorales. Les partenaires supplémentaires résultant de l'activation cellulaire incluent 

également les pièges extracellulaires de neutrophiles (NETs) et les polyphosphates (PolyPs) 7. 

De plus, les MV provenant de cellules normales et tumorales contribuent à la CAT, expliquant 

que des mécanismes communs et spécifiques du cancer sont impliqués. Des données 

mécanistiques dans des modèles murins démontrent la contribution du facteur tissulaire (FT) 

sur les MV (MV-FT) dans la formation de thrombus. En effet, chez l’homme, des taux 



 

17 

 

plasmatiques élevés de MV-TF ont été associés à un risque accru de développer une 

thromboembolie veineuse (TEV) chez les patients cancéreux. 8–13. Cependant, l'association 

entre les niveaux d'activité des MV-FT et de la TEV a été démontrée seulement chez les 

patients atteints d'un cancer du pancréas. Cela peut être dû à différents mécanismes 

physiopathologiques impliqués dans la formation de TEV dans le cancer 14, mais également à 

une sensibilité limitée des tests mesurant l'activité du FT. 

Dans un premier temps, nous ferons une revue de la bibliographie comprenant une 

description générale des VE, de brefs rappels sur l’hémostase, puis nous montrerons 

l'implication des MV dans la coagulation et leur association avec le développement de la 

thrombose clinique en prenant comme exemple la CAT. Cette partie s’appuiera sur une revue 

publiée à laquelle j’ai contribué et qui se nomme « Microvesicles and Cancer Associated 

Thrombosis » publiée dans « Seminar in Thrombosis and Hemostasis » en 2019. Nous 

parlerons également des différentes méthodes de mesure de l’activité procoagulante des MV. 

Dans un second temps nous parlerons de mon travail personnel qui étudie la mesure de 

l’activité MV-FT. Ce travail a récemment fait l’objet d’un article publié en 2019 dans 

Thrombosis Research.  
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II-PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE 

Chapitre 1 : Introduction sur les vésicules extracellulaires 

 

Les VE sont des structures submicroniques libérées à partir de la membrane cellulaire et 

formées d’une bicouche phospholipidique, généralement de forme sphérique. Ces structures 

extracellulaires sont présentes chez tous les êtres vivants et dans la plupart des fluides de l’organisme 

tels que le sang, l’urine, le LCR, la salive, le liquide pleural, les liquides articulaires ou l’humeur 

vitrée. Il existe 3 types de VE décrites à ce jour, différenciables par leur taille, leur mécanisme de 

production, leur composition ainsi que leurs méthodes d’étude (Table 1). 

 

1.1. Corps apoptotiques 

 

Les corps apoptotiques (CA) sont exclusivement formés pendant la mort programmée de la 

cellule (apoptose). Des expériences de microscopie électronique ont montré que les CA possédaient 

une taille, supérieure aux autres vésicules, comprise entre 1 et 5 µm 15. Après l’induction de 

l’apoptose, la cellule subit une série de modifications morphologiques caractérisées par 1/ la 

formation de structures en forme de ballonnet 16 17 2/ la formation de longues protrusions 

membranaires sur la surface cellulaire 18–20 3/ la fragmentation de ces protrusions pour former les CA 

21. Les CA jouent un rôle dans la clairance cellulaire et la communication intercellulaire. Il a été 

montré que pendant l’apoptose, la fragmentation cellulaire en CA permettait de générer des petits 

morceaux de cellules facilement éliminables par les cellules phagocytaires 22,23. En effet, les CA 

encapsulent de nombreux composés de la cellule en état de mort programmée et leur clairance rapide 

va permettre d’éliminer des composés potentiellement délétères pour l’environnement cellulaire. Un 

CA peut contenir une large variété de composants cellulaires tels que du cytosol, des protéines 

dégradées, des fragments d’Acide Désoxyribonucléique (ADN) ou encore des organelles intactes 24.  
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1.2. Exosomes 

 

Les exosomes (EX), également appelés vésicules intraluminales, sont des petites vésicules 

mesurant entre 30 et 150 nm avec une bicouche lipidique et une densité entre 1,15 et 1,19 g/mL 25 ce 

qui les différencie des autres vésicules à forme plus irrégulière qui sont retrouvées dans des zones de 

plus haute densité (>1.23 g/mL) 26. Les EX sont issus du système endosomal et ont donc une origine 

intracellulaire. Ils se développent dans les endosomes précoces formés après bourgeonnement vers 

l’intérieur de la cellule, ceux-ci vont maturer en corps multivésiculaire après un nouveau 

bourgeonnement vers l’intérieur (aboutissant à la formation des EX). Puis ils fusionnent avec la 

membrane plasmique et relarguent ainsi les EX dans l’espace extracellulaire 27. En 2002, Mobius et 

coll. ont montré, avec l’utilisation d’un dérivé du cholestérol biotinylé en microscopie électronique, 

l’importance d’une concentration importante en cholestérol dans la sécrétion des EX 28. Le mode de 

production et de sécrétion des EX permet d’anticiper la composition en protéines de ces vésicules. 

En effets, ils contiennent en majorité des protéines issues du système endosomal par rapport aux 

protéines de la membrane plasmique 29. Il existe 2 types de protéines, spécifiques au mode de 

formation des EX, décrites dans la littérature : les protéines liées au système ESCRT (Endosomal 

Sorting Complex Required for Transport) tel que HRS (Hepatocyte growth factor-Regulated tyrosine 

kinase Substrate), STAM1 (Signal Transducing Adaptor Molecule-1), TSG101 (Tumor susceptibility 

gene 101)30 et CHMP4 (Charged multivesicular body protein-4) 31 ainsi que les protéines accessoires 

également impliquées dans ce système tel que ALIX (ALG-2 Interacting Protein X)30 et VPS4 

(Vacuolar protein sorting-associated protein 4)31 et les protéines non liées au système ESCRT qui 

seraient dépendant d’une enzyme appelée sphingomyélinase telle que le céramide 32, la flotilline-2 33 

et la phospholipase 2 (PLD2) 34. Les EX contiendraient également des clusters de différenciation 

(CD) tels que le CD63 35, des molécules de la famille des tétraspanines comme le CD9 et le CD81 36, 

à l’origine décrites comme des molécules spécifiques des EX, mais qui depuis ont également été 

retrouvées dans les MV et les CA. À l’inverse, la phosphatidylsérine (PS) a longtemps été détectée 

uniquement sur les MV, mais il semble aujourd’hui évident que les EX en possèdent 37–39, mais en 

quantité moins importante que les MV 40. Par opposition aux MV, une centrifugation supérieure ou 

égale à 100.000g est nécessaire pour les isoler. 
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1.3. Microvésicules 

 

Les MV sont des vésicules submicroniques libérées par bourgeonnement de la membrane 

plasmique. Le bourgeonnement des MV est induit par la modification de l'asymétrie de la membrane 

et favorise la redistribution des phospholipides (PL), principalement de la PS, à la partie externe de 

la membrane plasmique. En effet, en réponse aux stimuli, le mouvement des PL peut dépendre de 

diverses enzymes telles que la flippase (vers l’intérieur), la floppase (vers l’extérieur) et scramblase 

(dans les 2 sens), associée à la signalisation calcique 41. La formation de MV semble se produire 

sélectivement dans les microdomaines riches en lipides de la membrane, tels que les radeaux 

lipidiques. Le processus de bourgeonnement est complété par la contraction des structures du 

cytosquelette par des interactions actine-myosine 42. Elles présentent des antigènes représentatifs de 

la cellule parentale, mais qui peuvent cependant varier en fonction du stimulus ayant provoqué leur 

formation. Dépourvues de noyau, elles vectorisent pourtant des acides nucléiques. La majorité des 

MV détectées dans le sang périphérique proviennent des plaquettes et des érythrocytes, mais aussi 

d’autres cellules comme les leucocytes, les cellules endothéliales ou encore des cellules non 

hématopoïétiques comme les syncytiotrophoblastes et les cellules tumorales 43,44.  
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Tableau 1 : Principales caractéristiques des vésicules extracellulaires  

(Images extraites de Surman M et coll. Clin Exp Metastasis 2017) 

 

Légende : ARN : Acide RiboNucléique, ADN : Acide DésoxyriboNucléique, TRPS : Tunable 

Resistive Pulse Sensing, NTA : Nanoparticle Tracking Analysis. 

 

EXOSOMES 

 

MICROVESICULES 

 

CORPS 

APOPTOTIQUES 

 

TAILLE <100 nm 100-1000 nm >1000 nm 

ORIGINE 
Exocytose de corps 

multivésiculaires 

Vésiculation de la 

membrane plasmique 
Mort cellulaire 

COMPOSITION 
Lipides, protéines, ARN, micro-

ARN 

Lipides, protéines, ARN, 

micro-ARN 

Lipides, protéines, ARN, 

micro-ARN, ADN, 

organites cellulaires 

METHODES DE 

DETECTION 
Microscopie électronique 

Cytométrie en flux 

Microscopie électronique 

Cytométrie en flux 

Microscopie électronique 

METHODES DE 

QUANTIFICATION 

Détection à impulsions 

résistives accordables (TRPS) 

Suivi individuel de vésicules 

(NTA) 

Cytométrie en flux 

Détection à impulsions 

résistives accordables 

(TRPS) 

Suivi individuel de vésicules 

(NTA) 

Cytométrie en flux 

METHODES DE 

PURIFICATION 

Ultracentrifugation 

Centrifugation avec gradient de 

sucrose 

Séparation immunomagnétique 

Microfluidique 

Ultracentrifugation 

Chromatographie par 

exclusion de taille 

Chromatographie 

échangeuse d’ion 

Séparation 

immunomagnétique 

Centrifugation 
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1.4. Fonctions des microvésicules 

 

Contrairement à leur description initiale, il est aujourd’hui bien démontré que les MV ne sont 

pas des entités inertes. Dans le système cardiovasculaire, elles ont été décrites comme ayant de 

multiples fonctions notamment dans la modulation du tonus vasculaire, l’inflammation, 

l’angiogenèse et surtout l’hémostase qui sera développée de façon plus exhaustive dans le chapitre 2. 

Les MV participent à la régulation du tonus vasculaire, notamment en diminuant la 

production de l’oxyde d’azote (NO) par les cellules endothéliales 5,45. Cette diminution est 

provoquée par l’inhibition de la NO synthase ou une augmentation de la caveoline-1 qui va entraîner 

une augmentation du stress oxydatif local 46,47. Une diminution du NO endothélial a pour 

conséquence de limiter les propriétés vasculoprotectrices et antiathérogènes de l’endothélium 

vasculaire 46,48–50.  

De nombreux travaux ont démontré le rôle des MV dans la modulation de l’inflammation 

dans le compartiment vasculaire (Figure 1). L’effet proinflammatoire des MV implique par exemple 

les PL oxydés capables d’activer les récepteurs du facteur d’activation plaquettaire (PAF) présents 

sur les cellules endothéliales et les leucocytes 51. Les MV constituent également une source 

importante de substrat aminophospholipidique pour la phospholipase A2 sécrétoire conduisant à la 

génération d’acide lysophosphatidique, un puissant médiateur proinflammatoire et agoniste 

plaquettaire. L’acide arachidonique transporté par les MV induit une augmentation de l’expression 

membranaire de la molécule d’adhésion intercellulaire de type 1 (ICAM-1) sur l’endothélium 52–54. 

Ces MV induisent également la néosynthèse de contre-récepteurs (CD11a/CD18, CD11b/CD18) 

monocytaires favorisant les interactions leuco-endothéliales. Les MV plaquettaires (PMV) ou les 

MV leucocytaires induisent la libération de plusieurs cytokines endothéliales (IL-1b, IL-6, IL-8, la 

protéine chimiotactique monocyte-1 : MCP-1) ou monocytaires (IL-1b, TNFα, IL-8) renforçant ainsi 

la réponse inflammatoire 55–59. Les PMV peuvent par ailleurs faciliter le recrutement de nombreuses 

cellules immunes (monocytes, lymphocytes T et B, cellules NK)60–63. Les plaquettes interagissent 

directement avec l’endothélium vasculaire activé en augmentant l’arrêt des leucocytes/monocytes 

après transfert par les MV de la chimiokine RANTES (Regulated on Activation, Normal T 

Expressed and Secreted)64. Récemment, il a également été montré que les mitochondries libérées 

dans des MV issues de monocytes stimulés au LPS permettaient d’induire une activité 

proinflammatoire par la sécrétion d’interféron de type 1 et de TNFα au niveau des cellules 

endothéliales 65. 
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Figure 1 : Schéma des différentes fonctions attribuées aux microvésicules dans l’inflammation 

 (Inspiré de : Souza et coll., Kidney Int, 2016) 

 

Une revue publiée récemment dans notre équipe montre le rôle des MV dans l’angiogenèse 

66. Comme illustré par la Figure 2, les MV interviendraient à 3 étapes de l’angiogenèse :  

1) La protéolyse et la dégradation matricielle, grâce aux nombreuses protéases actives contenues 

par les MV 67.  

2) Le recrutement et la différenciation de progéniteurs endothéliaux, par l’effet stimulant des 

MV endothéliales (EMV) sur la réparation du tissu musculaire en augmentant la 

différenciation des progéniteurs endothéliaux par un mécanisme impliquant les radicaux 

libres oxygénés 68. 

3) La prolifération et la migration des cellules endothéliales objectivées in vitro et in vivo en 

utilisant des matrigels plugs 69. 

Mais les MV transportent également des molécules proangiogénique telles que le vascular 

endothelial growth factor (VEGF), le β fibroblast growth factor (β-FGF), le platelet derived growth 

factor (PDGF)70 ainsi que le FT 71. Elles peuvent également transférer des miR proangiogéniques 66. 

Ainsi, les nombreuses fonctions véhiculées par les MV en font un potentiel biomarqueur en 

pathologie humaine. 

 

 



 

24 

 

 

 

Figure 2 : Mécanismes impliqués dans la modulation de l’angiogenèse par les microvésicules 

Légende : ATM : ataxia telangiectasia mutated ; CCl2 : chemokine c-c motif ligand 2 ; Dll4 : Delta-

like 4 ; ECM : extracellular matrix ; ERK1/2 : extracellular signal-related kinase 1 and 2 ; ETS1 : 

avian erythroblastosis virus E26 homolog-1 ; IL-3R : interleukin-3 receptor ; MMPs : matrix 

metalloproteinases ; NotchR : Notch receptor ; PS : phosphatidylserine ; Rac1 : Ras-related C3 

botulinum toxin substrate 1 ; ROS : reactive oxygen species ; FT : tissue factor ; TIMPS : tissue 

inhibitor of metalloproteinases ; uPA : urokinase plasminogen activator ; and uPAR : urokinase 

plasminogen activator receptor. 

(Extrait de : Todorova et coll., Circ Res, 2017) 
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1.5. Microvésicules, biomarqueur en pathologie humaine et notion de biopsie 

liquide 

 

Selon le NIH Biomarkers Definitions Working Group, un biomarqueur (abréviation de 

marqueur biologique) se définit comme une caractéristique mesurable objectivement et évaluée 

comme un indicateur des processus biologiques normaux ou pathogènes ou d’une réponse 

pharmacologique à une intervention thérapeutique. Le biomarqueur peut ainsi permettre de 

diagnostiquer une maladie, lui permettre d’évaluer sa gravité, le risque de récidive ou encore prédire 

la réponse à un traitement et l’aider à en évaluer les doses. Depuis plusieurs années, les études 

cliniques ont montré que les MV circulantes reflètent le stress cellulaire ou une atteinte tissulaire 

lorsqu’elles sont libérées dans la circulation systémique. L’objectif de cette partie est de montrer de 

façon non exhaustive l’avancement des données dans l’intérêt des MV comme biomarqueur en 

pathologie humaine.  

 

Dans certains contextes pathologiques, la libération des différentes sous-populations de MV 

peut être augmentée ou diminuée présentant ainsi une signature unique pouvant servir comme un 

biomarqueur potentiel pour de nombreuses maladies telles que les maladies cardiovasculaires, 

thrombotiques, auto-immunes, inflammatoires ou cancéreuses 72–74. La notion de microparticulosome 

a même été proposée dans notre laboratoire pour caractériser cette signature 75–77. Ainsi une 

modulation de la quantité de MV a été décrite dans différentes pathologies thrombotiques comme les 

syndromes coronariens aigus 78–81, l’ischémie myocardique 82, l’insuffisance coronarienne 50,83,84, les 

accidents vasculaires cérébraux 85–87 ou la thrombose veineuse profonde 86,88,89, mais aussi dans 

d’autres désordres vasculaires pouvant se compliquer de manifestations procoagulantes et/ou 

inflammatoires comme le syndrome métabolique 90, le purpura thrombotique thrombocytopénique 91, 

le syndrome des anti-phospholipides 92–94, les vascularites 95, l’insuffisance veineuse chronique 96, les 

phlébites 88, l’hémoglobinurie paroxystique nocturne 97 ou encore le sepsis 98,99. La quantité de MV a 

également montré un intérêt pronostique. Par exemple, Nazaki et coll. ont montré que les taux 

plasmatiques de CD144-EMV étaient capables de prédire de manière indépendante les événements 

cardiovasculaires chez des patients à haut risque de maladie coronarienne avec une valeur 

incrémentale par rapport à d’autres marqueurs tels que la CRP ultrasensible et le peptide 

natriurétique de type B (BNP)100. 

Dans la plupart des liquides biologiques, les MV peuvent révéler une atteinte cellulaire 

initiale, accessible de façon simple par un dosage biologique, alors que les cellules dont elles 
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proviennent sont indétectables, car rapidement éliminées par phagocytose ou localisées/séquestrées 

dans des territoires de l’organisme inaccessibles. Ainsi, une valeur ajoutée des MV en termes de 

biomarqueur est de permettre de mesurer des processus d’activation/d’apoptose de tissus d’accès 

difficile comme l’endothélium, les tumeurs ou de cellules inaccessibles, car engagées dans un 

processus de mort cellulaire. Elles représentent, de ce fait, une alternative particulièrement 

intéressante en termes d’exploration non invasive de ces tissus, en donnant accès à ce que l’on peut 

appeler des « biopsies liquides », réalisables à partir du sang circulant ou d’autres liquides 

biologiques (Figure 3). Cette notion a été développée précédemment concernant les EMV dans les 

maladies cardiovasculaires 74 nous nous concentrerons sur les études réalisées sur les MV dans le 

diagnostic de tumeurs. 

 

 

Figure 3 : Principales différences entre la biopsie tissulaire et la biopsie classique 

 

La détection de MV d’origines cancéreuses dans le sang périphérique représente une 

perspective attractive dans le diagnostic précoce de cancer (Figure 4). Des taux élevés de MV ont 

également été rapportés au cours de cancers solides d’origines variées (côlon, pancréas, sein…). Des 

mutations spécifiques du cancer peuvent également être détectées dans les MV. En effet, Skog, et 

coll. ont découvert la présence d'ARNm d'EGFRvIII (un mutant du récepteur au facteur de 

croissance épidermique (EGFR)) dans des VE libérés in vitro par des cultures de cellules de 

glioblastome, ainsi que in vivo dans le plasma d'une grande proportion de patients atteints de 

glioblastomes, diagnostiqués avec des tumeurs positives à l’EGFRvIII. De manière intéressante, ce 

signal a été perdu du plasma du patient lors du retrait chirurgical de la lésion primaire, confirmant 
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que les cellules cancéreuses viables étaient la source des EV contenant le transcrit EGFRvIII 101. 

Dans le cancer de la prostate, des analyses transcriptomiques ont mis en évidence la diminution de la 

cadhérine 3 (CDH3) exprimée par les MV 102. Enfin, dans le cancer pancréatique, Melo et coll. ont 

identifié le protéoglycane de surface Glypican-1 (GPC-1) sur des EX permettant de discriminer les 

patients avec un adénocarcinome pancréatique des patients avec une pathologie pancréatique bénigne 

103. De façon intéressante, il a été montré par Hoshino et coll. que les intégrines exprimées par les EX 

permettaient d’identifier les sites de métastase de la tumeur 104. Cette étude a démontré que les 

intégrines exosomales α6β4 et α6β1 étaient associées à une métastase pulmonaire, tandis que 

l'intégrine exosomale αvβ5 était liée à une métastase hépatique 104. Ces données représentent une 

nouvelle stratégie pour prédire la présence de métastases grâce aux biopsies liquides. Avec le 

développement des technologies de génomique, de transcriptomique, de protéomique et de la 

métabolomique à haute résolution et à haute sensibilité, l’utilisation de biomarqueurs non invasifs, 

sans cellules, va devenir essentielle dans le diagnostic du cancer. Dans ce contexte, un premier test 

diagnostic a été commercialisé par EX Diagnostics : ExoDx Prostate IntelliScore® qui évalue 

l'expression génique dérivée d'EX à base d'urine contenant l'ARNm de l’antigène 3 du cancer de la 

prostate (PCA3). Ce test accroît la détection des patients présentant un cancer de la prostate tout en 

évitant au patient de subir une biopsie 105. 

 
Figure 4 : Biomarqueurs circulants du cancer et concept de biopsie liquide 

(Extrait de : Westphal et coll., Nat Rev Neurol, 2015) 
À l’heure actuelle, la relevance des résultats des études cliniques menées sur les MV est 

encore limitée en raison du manque de connaissances sur la diversité des MV, en termes de taille, 
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structure, propriétés biologiques ou mécanismes de production. Une autre limite concerne le manque 

de sensibilité et de spécificité des techniques de caractérisation ainsi que leur manque de 

standardisation. Dans la suite de ce travail, nous développerons une des facettes des MV les plus 

décrites dans la littérature : leur rôle dans l’hémostase. 
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Chapitre 2. Rôle des microvésicules dans l’hémostase 

 

Quelle que soit leur origine cellulaire, une caractéristique commune aux MV est leur 

implication dans l’hémostase. Dans cette partie, après un rappel succinct des étapes de l’hémostase, 

nous développerons les différentes fonctions des MV dans la thrombose. 

 

2.1. Rappels d’hémostase 

 

L’hémostase est un processus physiologique rapide, localisé, très régulé permettant de 

maintenir un flux sanguin normal. Ce processus fait intervenir les plaquettes (hémostase primaire), 

les facteurs de la coagulation (hémostase secondaire ou coagulation), ainsi que les composants du 

vaisseau (comme l’endothélium). Lors d’une brèche vasculaire, les plaquettes adhèrent à la matrice 

sous-endothéliale, s’activent et libèrent des molécules permettant de recruter d’autres plaquettes afin 

de former le clou plaquettaire (= thrombus blanc). En parallèle, la cascade de la coagulation est 

activée et conduit au clivage du fibrinogène soluble en fibrine insoluble afin de former un réseau 

permettant de consolider le thrombus plaquettaire (= thrombus rouge). Des systèmes de rétrocontrôle 

négatif, tels que le système anticoagulant, garantissent un phénomène local et préviennent une perte 

excessive de sang en maintenant l’intégrité du vaisseau et le flux sanguin. Lors d’une blessure, le 

thrombus est dissous à l’aide du système fibrinolytique et permet de ré-établir un flux sanguin 

physiologique. 

 

2.1.1. Hémostase primaire 

 

En condition physiologique, l’endothélium produit en permanence des molécules protectrices 

telles que le NO, la prostacycline et la thrombomoduline qui préviennent l’activation plaquettaire en 

augmentant les niveaux intracellulaires d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) et de 

guanosine monophosphate cyclique (GMPc) ou en captant la thrombine 106,107. Lors d’une atteinte 

vasculaire (brèche ou activation de l’endothélium), ces molécules protectrices sont perdues et la 

matrice sous endothéliale est exposée au flux sanguin, l’hémostase primaire est initiée et se déroule 

en 3 phases distinctes : adhésion, activation et agrégation. 
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2.1.1.1. Adhésion  

 

Lors d’une atteinte vasculaire, le facteur Willebrand (vWF) se fixe sur le sous-endothélium. 

Son immobilisation et le flux sanguin le font changer de conformation et lui donnent une forte 

affinité pour son récepteur, présent sur les plaquettes : la glycoprotéine (GP) Ib-V-IX 108. Cette 

interaction induit le rolling des plaquettes qui vont ensuite se fixer au collagène par l’intermédiaire 

de la GPVI et GPIa/IIa (intégrine α2β1) et va entraîner leur activation 109,110. 

 

2.1.1.2. Activation 

 

La fixation entre le vWF et la GPIb-V-IX et collagène/GPVI va entraîner une cascade de 

signalisation, activant la plaquette qui va changer de forme, libérer ses granules α et ses granules 

denses, et activer ses intégrines 109,111,112. Cette activation va être maintenue de façon efficace par la 

sécrétion d’ADP, des granules denses plaquettaires, qui va se fixer sur son récepteur P2Y12 et par le 

TXA2 synthétisé au niveau de la membrane plaquettaire 113. La plaquette va exposer à sa surface des 

PL négatifs qui vont permettre l’assemblage du complexe prothrombinique. La thrombine ainsi 

générée va agir comme un agoniste plaquettaire via le clivage protéolytique de ses récepteurs PAR-1 

et PAR-4 (Protease-activated receptors de type 1 et 4). L’activation plaquettaire va provoquer 

l’activation par un processus appelé « Inside-out signalling » de sa plus abondante intégrine : la 

GPIIbIIIa. Celle-ci va alors pouvoir se fixer à des protéines contenant un motif RGD tel que la 

vitronectine, la fibronectine et le fibrinogène. Le fibrinogène, présent dans le sang circulant, va alors 

se fixer sur la GPIIbIIIa et provoquer un « Outside-in signalling » afin de propager l’activation et 

l’étalement plaquettaire et provoquer leur dégranulation 114. 

 

2.1.1.3. Agrégation 

 

 Les interactions entre les plaquettes vont se faire suivant 2 mécanismes, tout d’abord par 

interaction du PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand-1) à la P-selectine renforcée par 

l’intermédiaire du fibrinogène : formation du thrombus blanc. L’activation en parallèle de la cascade 

de la coagulation va permettre de transformer le fibrinogène soluble en fibrine insoluble et ainsi 

former un thrombus plus solide = formation du thrombus rouge. Le thrombus va provoquer une 
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occlusion partielle ou totale du vaisseau et restreindre le flux sanguin. Il va s’en suivre une rétraction 

de caillot médié par le cytosquelette d’actine et de myosine 114 des plaquettes ce qui va permettre de 

maintenir la perméabilité vasculaire et initier la résorption du caillot. 

 

2.1.2. Coagulation 

 

 Dans les années 1960, les chercheurs Mc Farlane, Davie et Ratnoff ont décrit le phénomène 

de coagulation sous la forme d’une cascade, avec notamment 2 voies : extrinsèque et intrinsèque. Ce 

modèle est encore utilisé aujourd’hui pour étudier la coagulation plasmatique in vitro (Figure 5). Des 

études plus récentes réalisées notamment par microscopie intravitale, ont montré une nouvelle vision 

de la coagulation pouvant se produire in vivo 115. Contrairement au modèle en cascade, le modèle 

plus récent implique la surface cellulaire et particulièrement le FT membranaire ainsi que les 

plaquettes. Il décrit ainsi la coagulation associée à l’hémostase primaire en 3 étapes : initiation, 

amplification et propagation (Figure 6). 

 

 

Figure 5 : Schéma du modèle de la coagulation en cascade 

(Extrait de : Mussbacher et coll., Fundamentals of Vascular Biology, 2016) 
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Figure 6 : Schéma du modèle cellulaire de la coagulation 

(Extrait de : Mussbacher et coll., Fundamentals of Vascular Biology, 2016) 

2.1.2.1. Le facteur tissulaire  

 

Le facteur tissulaire (FT) joue un rôle prépondérant dans l’initiation de la coagulation, il est 

notamment porté, dans la circulation sanguine, par les cellules et les MV. Je vais donc brièvement 

présenter cette molécule. 

 Le FT, également appelé facteur III de la coagulation, thromboplastine tissulaire ou encore 

CD142 116 est le principal activateur de la coagulation. C’est une protéine transmembranaire 

glycosylée de classe 2 de la superfamille des récepteurs de cytokines 117. La protéine mature est 

formée d’une seule chaîne polypeptidique de 263 acides aminés composée 1) d’un domaine 

extracellulaire N-terminal de 219 acides aminés contenant 2 domaines fibronectines nécessaires à la 

fixation du facteur VII (FVII) activé (FVIIa) 2) d’un peptide d’ancrage de 23 acides aminés et 3) 

d’un domaine intracellulaire C-terminal de 21 acides aminés, qui, malgré sa courte taille, contient 2 

sites de phosphorylation qui peuvent être palmitoylés 118 ou ubiquitinylés 119. En situation 

pathologique (notamment le cancer), il a été montré que la phosphorylation sur la sérine 253 du 

domaine intracellulaire par la protéine kinase C 118,120 ou sur la sérine 258 par p38 mitogen-activated 

protein kinases (MAPK)121 pouvaient induire un changement de conformation du FT, affectant la 

liaison du ligand, mais également de manière intéressante pouvait modifier l’incorporation du FT sur 

les MV 121–123. La fonction principale du FT va être de fixer le FVII à la surface cellulaire et ainsi 

initier la coagulation. Par ailleurs, d’autres fonctions du FT ont été décrites et notamment dans 
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l’activation de voies intracellulaires. En effet, le complexe FT/FVIIa/FX peut-être cliver et ainsi 

activer les récepteurs PAR-2 et PAR-1 impliqués dans la métastase tumorale et l’angiogenèse 124. Ce 

complexe permet également l’activation directe d’une voie intracellulaire décrite pour jouer un rôle 

dans la métastase tumorale, l’angiogenèse, le remodelage vasculaire, le recrutement des leucocytes et 

la réponse immunitaire 124. Le FT a initialement été décrit comme étant uniquement exprimé, de 

manière constitutive, dans l’épithélium et les barrières périvasculaires du cerveau, de la peau, des 

poumons, de l'intestin et du placenta afin de former une enveloppe hémostatique protectrice 125. Mais 

récemment, la vision initiale a évolué, car le FT a été décrit sur les cellules en contact avec le sang 

circulant telles que l’endothélium 126, les monocytes 127, les macrophages 128, et les granulocytes 129. 

Mais il est également exposé sur les MV et présent dans une forme soluble 130,131. Ces observations 

suggèrent que la cascade de la coagulation pourrait ne pas être nécessairement déclenchée par une 

lésion du vaisseau et que d'autres évènements intravasculaires encore partiellement inconnus 

pourraient être impliqués 132. En revanche, il est souvent décrit que le FT en contact avec le sang 

serait sous forme inactive appelée «forme encryptée» ou forme réduite, cette forme peut être 

nitrosylée au niveau des cystéines 186 ou 209 ou convertit en disulfide mixte entre la cystéine 209 

du FT et la thioredoxine ou le glutathion 133. La dé-encryption par des agents oxydants tels que les 

ROS 134 ou l’action de la protéine disulfide isomérase (PDI)135 serait nécessaire afin de former la 

liaison entre les cystéines 186 et 209 (forme oxydée) qui permet une affinité augmentée pour le VIIa 

et pour la reconnaissance du Xa 136.  

Le principal inhibiteur du FT est le TFPI (Tissue Factor Pathway Inhibitor). C’est un 

inhibiteur de sérine protéase de type Kunitz qui inhibe le complexe entre le FT/FVIIa/FXa en 

présence de calcium, mais également le complexe prothrombinase (constitué du FXa et du FVa de la 

coagulation). Il existe 2 formes de TFPI issues d’un épissage alternatif : le TFPIα et le TFPIβ. Le 

TFPIα, sécrété par les cellules endothéliales et par les mégacaryocytes, possède une région N-

terminale suivie de 3 domaines Kunitz : le domaine K1 se fixant sur le FVIIa, le domaine K2 sur le 

FXa, et le K3 ne se fixe pas sur une protéase, mais est décrit pour se lier à la protéine S, ainsi qu’un 

domaine C terminal. Le TFPIα peut ainsi inhiber à la fois le complexe FT/FVIIa/FXa et le complexe 

prothrombinase. Le TFPIβ ne possède pas de domaine K3 et la région C terminale est remplacée par 

un ancrage GPI lui permettant de se fixer à la surface de la membrane des cellules endothéliales. 

Cependant l’absence de région C terminale l’empêche d’inhiber le complexe prothrombinase. Ainsi 

le TFPI va réguler l’initiation de la coagulation par le FT. 
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2.1.2.2. Initiation 

 

 Lors d’une blessure au niveau du vaisseau, les composants du sang sont exposés au FT 

cellulaire (fibroblastes, cellules musculaires lisses). Le FT va rapidement lier le FVIIa (seul facteur 

circulant dans sa forme active, environ 1% du FVII total) 137. Le complexe FT/VIIa va activer du 

FVII circulant en FVIIa créant ainsi une boucle d’amplification, mais il va également activer le 

facteur X (FX) et le facteur IX (FIX). Le facteur X activé (FXa) et IX activé (FIXa) vont pouvoir 

générer une petite quantité de thrombine (appelé «thrombin spark») 138,139. Le FX libéré va pouvoir se 

fixer à la membrane cellulaire et activer le facteur V (FV) pour former le complexe prothrombinase 

qui va générer de nouveau une petite quantité de thrombine. Le FX en circulation va pouvoir être 

inhibé par l’antithrombine (AT) ou l’inhibiteur de la voie du FT (TFPI) alors que le IX sera 

faiblement inhibé par l’AT 140. L’AT est considérée comme l’inhibiteur principal de la coagulation. 

Comme son nom l’indique, l’AT va bloquer la thrombine, mais aussi les FXa, FIXa et FVIIa. En 

situation physiologique, l’activité anticoagulante de l’AT s’exerce à la surface de l’endothélium où 

elle se lie à des glycosaminoglycanes. Elle va également pouvoir jouer un rôle anti-inflammatoire et 

cytoprotecteur en se fixant au glycocalyx 141. 

 

2.1.2.3. Amplification 

 

 La petite quantité de thrombine générée va activer les plaquettes par l’intermédiaire des 

récepteurs activés par des protéases (PAR) appelées PAR-1 et PAR-4 142. Les plaquettes vont libérer 

le FV, le facteur VIII (FVIII) et le fibrinogène contenu dans leurs granules et vont exprimer des PL 

négatifs tels que la PS et la PE. Ces PL vont permettre la fixation des résidus d’acide γ-

carboxyglutamique, chargés négativement, par l’intermédiaire d’un pont calcium, des facteurs de la 

coagulation vitamine K dépendant (FVII, FIX, FX, prothrombine (FII))143. La thrombine va 

également libérer du FVIII à partir du vWF 144. 

 

2.1.2.4. Propagation 

 

 Alors que l’agrégation plaquettaire commence à s’accélérer, le FIX et le FVIII se fixent à la 

surface des plaquettes pour former le complexe tenase. Ce complexe est capable de générer 
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rapidement une grande quantité de FXa. Le FXa forme ensuite le complexe prothrombinase avec le 

FVa et génère une grande quantité de thrombine : cette étape est également appelée « thrombin burst 

». La thrombine va ensuite cliver le fibrinopeptide A du fibrinogène qui va permettre de débuter la 

polymérisation du fibrinogène. Le clivage du fibrinopeptide B va permettre la génération d’une 

matrice de fibrine insoluble 145. La thrombine va également renforcer la solidité du thrombus en 

activant, dans un premier temps, le facteur XIII qui va rendre le caillot insoluble, et ensuite en 

activant l’inhibiteur de la fibrinolyse activé par la thrombine (TAFI) qui va prévenir la fixation du 

plasminogène sur la fibrine. La thrombine va également activer la protéine C qui, associée à son 

cofacteur la protéine S, va se fixer aux PL négatifs via le calcium et inactiver le FVa et le FVIIIa et 

ainsi inhiber la propagation du thrombus. 

 

2.2. Rôle des microvésicules dans la coagulation 

 

Les MV ont généralement été décrites comme ayant des propriétés procoagulantes. Il a été 

démontré que le FT véhiculé par ces MV joue un rôle clé dans les différents modèles animaux de 

thrombose associée au cancer (CAT) expérimental. Mais, d'autres mécanismes moléculaires 

impliquant des PolyPs ou de la phosphatidyléthanolamine (PE) pourraient également être impliqués. 

En pratique clinique, une association entre une augmentation du nombre de MV-FT ou de l'activité 

procoagulante de ces MV et la survenue de CAT a été démontrée dans les cancers pancréatiques et 

biliaires, suggérant qu'elles pourraient se comporter comme un biomarqueur prédictif de la CAT. 

Cependant, à ce jour, cette association n'a pas été confirmée dans d'autres types de cancers. 

L’essentiel des connaissances autour de cette problématique a été développé dans la revue 

écrite au cours de ma thèse en annexe. Dans cette revue, nous avons développé le rôle des MV 

dans la coagulation et la thrombose associée au cancer ainsi que les causes potentielles expliquant 

cette association limitée entre MV et CAT comprenant : (1) la diversité des mécanismes associant les 

MV et les différents types de cancers ; (2) un rôle plus complexe des MV dans l'hémostase intégrant 

leur activité anticoagulante et fibrinolytique; et (3) le manque de sensibilité, de reproductibilité et de 

normalisation des méthodologies actuelles permettant la mesure des MV. 

Les points principaux ont été résumés dans les sous-parties ci-dessous. 

 

 

 

2.2.1. Bases moléculaires des activités procoagulantes 
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Quelle que soit leur origine cellulaire, les MV ont généralement une activité procoagulante. 

Ce potentiel procoagulant repose essentiellement sur l’expression de PL anioniques, notamment la 

PS et de celle du FT, l’effecteur principal de l’activation de la voie extrinsèque de la coagulation 

(Figure 7). 

 

 

Figure 7 : Bases moléculaires de l’activité procoagulante décrites chez les microvésicules 

(Extrait de : Iba et coll., J Int Care, 2018) 

2.2.1.1. Activité dépendante des phospholipides 

  

 Comme décrit précédemment, la perte de l’asymétrie membranaire au cours de la formation 

des MV, permet l’externalisation de la PS sur le feuillet externe de la membrane cellulaire 146. Les 

charges négatives à la surface cellulaire sont ainsi accessibles aux facteurs de la coagulation et 

favorisent la formation du complexe prothrombinase et la formation de thrombine à la surface des 

MV 147. Le blocage de ces zones riches en PL a entraîné une inhibition de 200 à 1000 fois de 

l’activité catalytique des complexes tenase et prothrombinase. Les surfaces riches en PS sont donc 
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essentielles dans la promotion des activités catalytiques et ont également montré leur importance 

dans l’activité procoagulante médiée par le FT 148. Par ailleurs, il a été observé par microscopie 

électronique l’existence de PMV ne possédant pas de PS à leur surface 149 remettant ainsi en cause 

leur mécanisme de sécrétion, mais également l’activité procoagulante de cette sous-population. 

2.2.1.2 Activité du facteur tissulaire 

 

Les MV exprimant à la fois la PS et le FT (Figure 12) ont une capacité procoagulante le plus 

élevée 150. En effet, tout comme sur les cellules, le FT sur les MV est capable d’activer le FVII en 

VIIa qui à son tour catalyse l’activation des facteurs FX et FIX et permet l’initiation de la 

coagulation sanguine. De nombreux modèles animaux de thrombose, notamment chez la souris, ont 

montré le rôle du FT vectorisé par les MV dans la formation du thrombus 151,152. Ceci a suscité 

l’intérêt de pouvoir mesurer ces MV procoagulantes en clinique humaine 153. Des approches 

antigéniques telles que la cytométrie de flux, permettant de dénombrer les MV en fonction de leur 

origine cellulaire, et des tests fonctionnels évaluant leur l’activité procoagulante ont été développés 

154. L’activité procoagulante des MV est hétérogène en fonction de l’expression à leur surface de PS 

et de FT, selon le type cellulaire et l’inducteur de la vésiculation 155–157. En revanche, les MV 

détectées physiologiquement expriment de la PS, mais n’expriment pas ou très peu de FT à l’état 

physiologique. Cependant, des niveaux élevés de FT et de PS sur les MV ont été rapportés dans 

différentes situations pathologiques telles que les syndromes coronaires aigus, le diabète, le sepsis, 

les anémies drépanocytaires ou le cancer 150. Dans ces contextes pathologiques, le FT est 

majoritairement porté par les MV leucocytaires, endothéliales ainsi que tumorales. 

 

2.2.1.3. Fonctions anticoagulantes et fibrinolytiques des microvésicules 

 

Plus récemment, le concept de MV exclusivement procoagulantes a été challengé par 

l'identification de MV portant des fonctions anticoagulantes pouvant potentiellement contrebalancer 

leurs fonctions procoagulantes. En effet, des molécules régulatrices telles que le TFPI 158, le récepteur 

endothélial de la protéine C (EPCR) 159 et la thrombomoduline 160 ont été rapportées non seulement 

sur des MV générées in vitro et aussi sur les MV circulantes chez des patients avec infarctus du 

myocarde ou dans le diabète 161,162. Des données ont par la suite décrit une activité fibrinolytique 

pouvait également contrebalancer l’activité procoagulante des MV. Également, des données récentes 

générées principalement par notre laboratoire, ont montré que les MV d'origines leucocytaires, 
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endothéliales et tumorales expriment un panel complet de molécules leur permettant de générer 

efficacement de la plasmine 163. Cette capacité de génération de plasmine (MV-CGP) implique la 

liaison du plasminogène et de ces activateurs tels que l'urokinase (uPA) ou le tissue-type 

plasminogen activator (tPA) sur des récepteurs spécifiques à la surface des MV 164. De manière 

intéressante, nous avons également retrouvé cette activité de MV-CGP sur des MV circulantes de 

patients souffrant de purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT), d'athérosclérose ou d'un 

syndrome des antiphospholipides 165. Les MV de patients en choc septiques montrent également 

MV-CGP avec un niveau d'activité hétérogène en fonction des patients. De manière intéressante, 

cette activité mesurée à la prise en charge des patients est significativement plus élevée chez les 

patients qui survivent en comparaison des patients qui décèdent dans les 30 jours. Par opposition, un 

niveau bas de MV-CGP est associé à une coagulopathie, une hypoxie et un score de défaillances 

d'organes plus élevé. Ces données préliminaires sont à l'origine d'un PHRC interrégional (PHRC 

MISS, APHM) pour évaluer la valeur pronostique de la MV-CGP dans le choc septique. L'hypothèse 

est que le maintien d'une activité fibrinolytique élevée des MV pourrait limiter le risque 

microthrombotique de ces patients.  

 

2.3. Microvésicules associées au risque de thrombose en clinique 

 

Au cours des dix dernières années, différentes études ont mesuré les taux MV circulantes 

dans un large panel de pathologies thrombotiques artérielles ou veineuses. Ces études ont été 

discutées dans diverses revues 150,163,166–174. Les principales études prospectives sont répertoriées dans 

le Tableau 2. 

 Un lien a été trouvé entre le FT et la TEV dans cinq études rétrospectives 8,9,175–177. Elles ont 

mis en évidence des taux accrus de MV portant le FT en circulation (mesurés par cytométrie en flux 

et essais fonctionnels) chez les sujets atteints de cancer avec TEV par rapport à des sujets sans TEV. 

Les taux les plus élevés sont retrouvés chez les patients atteints de cancer pancréatiques. Le premier 

article qui soutient l'hypothèse selon laquelle, des niveaux élevés d'activité des MV-FT sont associés 

à la TEV dans le cancer du pancréas, a été publié par Khorana et coll. 178. Depuis ce travail initial, 

plusieurs autres études prospectives ont mesuré les MV-FT pour évaluer la relation entre les MV-FT 

et le développement de la TEV. Une association positive a été trouvée dans les études utilisant la 

cytométrie en flux et les tests d’activité 9,10,179,180, y compris les études les plus récentes, 11,12,181, alors 

qu’elle n’a pas été trouvée dans d’autres grandes études 182–184. Une méta-analyse récente sur la 
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relation entre les MV-FT et les patients cancéreux atteints de TEV a conclu que la présence accrue 

de MV-FT représentait un risque accru de TEV avec un odds ratio (OR) global de 1,76 13. 

Ainsi, l'association la plus forte a été retrouvée dans les cancers pancréatobiliaires et les 

glioblastomes. Ces résultats positifs ont été le support d'une étude de phase II de prévention primaire 

de la thrombose veineuse par enoxaparine dans laquelle les MV-FT sont utilisées pour guider une 

décision de thromboprophylaxie chez des patients avec un cancer avancé 185. Les patients avec un 

niveau élevé de MV-FT ont été randomisés avec de l'enoxaparine (n=23) ou une simple observation 

(n=11). Une réduction de 80% des thromboses a été observée dans le bras enoxaparine comparé au 

groupe contrôle (5.6% vs 27.3%). Basé sur ces résultats, un large essai de phase III est en cours.     

 En dehors d'un contexte tumoral, les MV ont également été évaluées à distance de 

l'évènement thromboembolique veineux. Trois études montrent une augmentation des MV exprimant 

de la PS ou du FT par cytométrie en flux chez les patients ayant eu une thrombose 186–188. Trois autres 

études réalisées par Campello et coll. incluant 398 patients porteurs d'une thrombophilie héréditaire 

(facteur V Leiden, mutation G20210A de la prothrombine, déficits en antithrombine, protéine C ou 

protéine S) ont montré des niveaux significativement plus élevés de MV exprimant la PS chez les 

patients présentant un antécédent de thrombose veineuse en comparaison des patients n'ayant jamais 

eu de thrombose, malgré au minimum 3 mois de thérapie anticoagulante 189–191. D'autre part, en 

mesurant l'activité procoagulante des MV dépendante du FT, Thaler et coll. n'ont pas montré de 

modification de l'activité des MV dépendante du FT sur des prélèvements répétés pendant la durée 

du traitement anticoagulant 192. L'activité procoagulante des MV dépendante de la PS reste également 

inchangée chez ces patients après l'arrêt de l'anticoagulation 193,194. Deux autres études rétrospectives 

n'ont pas retrouvé d'association entre l'activité procoagulante des MV et la survenue de thromboses 

récurrentes 193,195. 

 Pris ensemble, ces résultats montrent l'existence d'une association entre une élévation 

du taux ou de l'activité MV-FT et le risque de thrombose veineuse. Cependant, cette association n’est 

retrouvée que dans des cancers avec un très haut risque de thrombose tels que le cancer 

pancréatobiliaire. Comme illustré dans la revue en annexe, les causes potentielles expliquant cette 

association limitée entre les MV et la CAT comprenent les différents mécanisme de la CAT, un rôle 

plus complexe des MV dans l'hémostase intégrant leur activité anticoagulante et fibrinolytique; et le 

manque de sensibilité, de reproductibilité et de normalisation des méthodologies actuelles permettant 

la mesure des MV. Celles-ci vont être décrites dans le chapitre suivant. 
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Tableau 2 :Rôle des MV en tant que biomarqueurs pronostiques de la TEV chez les patients 

cancéreux 

(Extrait de Lacroix et coll., Semin. Thromb. Hemost, 2019) 

 

Légende: FCM : cytométrie en flux ; FXa: facteur X activé ; MV: microvésicule ; PS : 

phosphatidylsérine ; TF, facteur tissulaire ; VTE : thromboembolie veineuse. 
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Chapitre 3. Méthodes de mesure des activités procoagulantes des 

microvésicules 

 

L’implication des MV dans l’hémostase et la thrombose en fait un biomarqueur potentiel 

dans la prédiction des événements thrombotiques. Le développement de tests permettant de mesurer 

l’activité procoagulante est donc nécessaire à la caractérisation de ce biomarqueur. Ce chapitre va 

développer l’importance de la maîtrise du préanalytique, des méthodes de purification et de 

caractérisation des MV afin de développer des tests sensibles et spécifiques. Les tests existants 

permettant de mesurer l’activité procoagulante seront ensuite décrits ainsi que leurs limites et la 

nécessité d’une standardisation de ces méthodes sera discutée. 

 

3.1. Variables préanalytiques impactant sur la mesure des microvésicules  

 

La mesure des MV comme potentiel biomarqueur a déjà montré des résultats prometteurs 

dans de nombreuses pathologies. L’objectif est d’intégrer les tests sur les MV comme tests de 

diagnostic in vitro (DM-IVD) en pratique clinique 196. Il faut pour cela maîtriser les variables du 

préanalytique. Les enjeux du préanalytique sont d’améliorer la qualité et la fiabilité des résultats 

d’analyse des MV. Dans les cas d’échantillons plasmatiques, il est nécessaire 1) d’éliminer les 

cellules résiduelles telles que les plaquettes et les globules rouges tout en conservant les MV, 2) 

d’éviter la génération artéfactuelle de MV ex vivo, et enfin 3) de préserver les MV du prélèvement. 

La phase préanalytique possède une importance majeure dans la qualité et la fiabilité des résultats. 

En effet, de nombreux facteurs sont potentiellement source de variabilité (Figure 8 et Tableau 3). 

Ainsi, il a été montré dans différentes études que le choix de l’anticoagulant, la nature du tube de 

prélèvement, le mode de prélèvement, la taille de l’aiguille utilisée, le transport, le délai entre le 

prélèvement et la première centrifugation, le nombre, les vitesses et les durées de centrifugation, la 

congélation et sa température et sa durée et le mode de décongélation influencent la mesure des MV 

dans le plasma 197. Ceci a rendu nécessaire la standardisation des étapes préanalytiques. Des 

indications concernant la standardisation de la collecte, la manipulation des échantillons ainsi que 

l’influence du mode de stockage ont été proposées 197–200. Les sociétés savantes telles que l’ISTH 201,202 

et l’ISEV 203 ont récemment émis des recommandations mises à jour dans lors du congrès de l’ISEV 

2018 204. 
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Les recommandations (résumées dans le Tableau 3) sont d’effectuer le prélèvement veineux 

avec une aiguille assez large (gauge 21 minimum) et de rejeter les premiers millilitres de sang 

prélevés afin de s’affranchir de l’impact de la lésion vasculaire induite par la ponction veineuse. 

L’utilisation de tubes en plastique semble moins activer les plaquettes que les tubes en verre. 

L’anticoagulant à utiliser, pour minimiser l’activation cellulaire, est toujours sujet à débat. Plusieurs 

études favorisent les tubes citrate 197,205, notamment pour leur utilisation dans les tests de coagulation, 

alors que d’autres montrent que les tubes EDTA peuvent fournir une meilleure stabilité de 

l'échantillon pour la mesure des MV plaquettaires et érythrocytaires 199,206. Une étude menée par 

György et coll. a recommandé l’utilisation d’acide-citrate-dextrose (ACD) pour l’étude des MV, car 

l’ACD bloque le processus de vésiculation in vitro et n’interfère pas avec les analyses de protéines 

ou d’ARN 207.  

Les prélèvements doivent être transportés avec précaution, de préférence en position verticale 

afin de limiter toute agitation des tubes et d’effectuer en laboratoire deux centrifugations pour 

éliminer les plaquettes. Le délai entre le prélèvement et la première centrifugation ne devrait pas 

excéder 2 heures puisque, au-delà, le taux de MV augmente, notamment la sous-population 

plaquettaire et elles peuvent également s’agréger à la surface des granulocytes et des monocytes au 

bout de 3h notamment avec les tubes citrates et ACD 206. Les centrifugations ont ainsi pour but de 

séparer le plasma des cellules et d’éliminer les plaquettes résiduelles, ces dernières pouvant être à 

l’origine d’une génération artéfactuelle de MV. Dans ce but, il est recommandé de pratiquer deux 

centrifugations successives à 2.500g pendant 15 minutes à température ambiante, afin d’obtenir un « 

platelet-free plasma » (PFP) contenant les MV. Dans certains cas, il semble possible de congeler les 

échantillons de plasma à -80°C pendant des années, mais il est recommandé d'éviter plusieurs cycles 

de congélation-décongélation. Bien sûr, les facteurs influençant la phase préanalytique n'ont pas la 

même importance en fonction du paramètre ce que l’on souhaite mesurer : il est essentiel de retirer 

soigneusement les plaquettes si on souhaite mesurer les PMV ou l'activité procoagulante des MV, 

mais ceci est sans doute moins important si on recherche l'ARN des MV tumorales. Les conditions 

peuvent également varier en fonction du fluide corporel étudié : les conditions de centrifugation ne 

seront pas les mêmes entre le plasma, les fluides pleuraux et les urines. L’influence des variables 

préanalytiques sur le résultat de certaines techniques caractérisant les MV a particulièrement été 

documentée pour la cytométrie en flux 198,206,208,209, les analyses de protéomique 210, l’analyse par 

microarray 211, et également des tests procoagulants 199,200,205. Le préanalytique est une préoccupation 

majeure dans un domaine émergeant comme les MV où la standardisation n’est pas encore 

suffisamment généralisée. Il est essentiel de souligner que bien que les MV soient présentes dans 

tous les fluides biologiques, la plupart des recommandations n’ont été vérifiées que pour du sang 
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humain. De plus, ces recommandations n’ont été acceptées que pour certaines méthodes d’analyse 

(cytométrie en flux, test de génération de thrombine, STA-procoag-PPL), et uniquement pour les 

MV. Ainsi, il est nécessaire de développer ces analyses de préanalytique sur les MV afin d’optimiser 

le développement de tests spécifiques, sensibles et standardisés.  

 

 

 

Figure 8 : Étapes du processus préanalytique pouvant influer sur le dosage des microvésicules 

(Adapté de Lacroix et coll., J Thromb Haemost, 2012) 
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Tableau 3 : Protocole préanalytique recommandé pour l'analyse des microvésicules circulantes  

(Adapté de Lacroix et coll., J Thromb Haemost, 2012)  

 

Légende : PRP = platelet-free plasma 

 

3.2. Techniques de purification des microvésicules 

 

Dans la plupart des cas, l’analyse des MV peut être effectuée directement sur le PFP, mais 

pour diverses applications, notamment les dosages fonctionnels ou la recherche plus fondamentale, 

l'isolement des MV des fluides corporels est nécessaire. De nombreuses revues détaillent différentes 

techniques pour purifier les MV 212–215 (Tableau 4). Actuellement, les techniques de centrifugation 

restent encore les plus largement utilisées pour la purification des MV 212. Ces méthodes sont 

utilisées depuis de nombreuses années. Cependant, cette méthode présente de nombreuses limites : la 

formation d'agrégats entrave le dénombrement correct des MV et a un impact sur la qualité de 

l'imagerie en microscopie. La coprécipitation de protéines solubles ou d'ARN fausse les résultats 

d'essais fonctionnels, western blot, PCR ou des techniques « omiques ». D’autre part, les résultats, 

obtenus avec le même échantillon, la même force, mais utilisant un rotor différent, sont 

significativement différents, ce qui entrave la comparaison interlaboratoire 216. De plus, la viscosité 

élevée du plasma influence le rendement de purification par centrifugation 217. Ainsi, bien que très 

pratique, la centrifugation n'est pas une bonne méthode pour purifier les MV. 

Des méthodes alternatives, résumées dans le Tableau 4, sont disponibles. Parmi elles, les 

techniques de nanofiltration et de précipitation sont également très rapides, mais entraînent 

généralement une faible pureté. La flottation utilisant une ultracentrifugation de bas en haut dans un 

gradient de sucrose 218,219 ou d'iodixanol permet une bonne pureté, mais prend beaucoup de temps. Le 

tri de MV, utilisant la cytométrie par FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting), est possible pour 
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Méthodes de purification Avantages Limites
Nanofiltrations Rapide Faible pureté
Précipitations Rapide Faible pureté

Flotation (exosomes) Bonne pureté Temps

Tri par FACS (MV) Bonne pureté, sous-populations
Faible rendement, MV pré-

marquées, Prix
Immunocaptures Bonne pureté, sous-populations Faible rendement, Prix

Chromatographie par Exclusion de taille Pureté intermédiaire, Rendement, Prix, temps

les larges MV, mais est encore à ses débuts. Les immunocaptures sur billes magnétiques sont très 

intéressantes pour la purification de sous-ensembles de MV, cette méthode sera illustrée plus tard 

dans la partie décrivant la caractérisation fonctionnelle des MV. Enfin, la chromatographie 

d’exclusion de taille (SEC) semble une technique intéressante étant donné les avantages qu’elle 

présente 215. Avec cette méthode les MV peuvent être facilement séparées des protéines et des HDL, 

car le principe de séparation est basé sur la différence de taille. Les travaux réalisés dans l’équipe de 

Nieuwland en 2014 utilisent des billes de sépharose dans une colonne de SEC avec des pores de 

diamètre d’environ 75 nm. Ainsi une petite vésicule, avec un diamètre inférieur aux pores, entre dans 

la matrice et son trajet est retardé par rapport aux vésicules et lipoprotéines de plus de 75 nm qui ne 

peuvent pas entrer dans les billes. Les plus petites vésicules présentent dans la fraction vésiculaire 

ont un diamètre de 70 nm ou plus 220. Ainsi la SEC va permettre permet une bonne séparation entre 

les MV et les protéines libres 221. De plus cette technique permet de conserver l’activité fonctionnelle 

des MV 220. En pratique, la SEC peut être combinée avec une autre technique pour concentrer 

l'échantillon. Des expériences combinant l’ultrafiltration tangentielle et la SEC ont permis d’obtenir 

des rendements compris entre 20 et 40% correspondant à ceux obtenus avec l’ultracentrifugation 

222,223,224. 

 

Tableau 4 : Comparaison des différentes techniques de purification des microvésicules 

 

 

Légende : FACS : Fluorescence Activated Cell Sorting : méthode de dénombrement, de tri et 

d'isolement de MV 

 

 

 

 

 

3.3. Méthodes de caractérisation des microvésicules 
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Méthode Quantification Phenotype Taille Limites
Cytométrie en flux + + Limited Agrégats, diamètre > 200nm

Suivi individuel de 
vésicules (NTA) + ± +

Artefacts (débris cellulaires et 
protéines)

Détection à impulsions 
résistives accordables 

(TRPS)
+ - +

Artefacts (débris cellulaires, 
protéines et lipides)

Microscopie électronique Limited Limited +
Arfefacts pendant la 

préparation de l'échantillon
Microscopie à force 

atomique (AFM)
Limited Limited +

Artefacts (débris cellulaires et 
protéines)

Tests immunologiques 
(ELISA) + + -

Accessibilité de la PS ou de 
molécules activées portées 

par les MV

Tests fonctionnels + + -
Accessibilité de la PS ou de 
molécules activées portées 

par les MV

Spectrométrie de masse -
+ (extraction de 

protéines) - Echantillon> 10µg
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  Différentes méthodologies sont disponibles pour mesurer les MV dans des échantillons 

biologiques. Elles peuvent être sous-regroupées en deux catégories principales (Tableau 5). Certaines 

d'entre elles, telles que la cytométrie en flux, la détection à impulsions résistives accordables (ou 

Tunable Resistive Pulse Sensing : TRPS), la microscopie électronique (ME), ou la microscopie à 

force atomique (AFM), fournissent des informations sur une seule particule. L’autre groupe fournit 

une information globale d’un ensemble de MV, comprend les tests immunologiques, les tests 

fonctionnels et les tests hybrides associant la capture et le test fonctionnel. Elles ont toutes des 

avantages et des limites pour mesurer les MV. Dans cette présentation, je me concentrerai sur la 

cytométrie en flux et les tests fonctionnels utilisés pour l’étude des propriétés procoagulantes des 

MV. 

 

Tableau 5 : Méthodes utilisées pour caractériser les microvésicules  

(Adapté de Cointe et coll., PMPs Springer, 2017) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4. Caractérisation des activités procoagulantes 

 

 Les différents tests procoagulants ont été développés dans une revue en annexe et 

résumés dans le tableau n°5. Ces tests comprennent des tests antigéniques, fonctionnels ou 
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combinant ces 2 stratégies. Ils visent à mesurer le FT sur les MV ou la présence de PL 

procoagulants. 

 

Tableau 6 : Tests procoagulants dépendants des microvésicules.  

(Inspiré de Lacroix et coll., Semin Thromb Haemost, 2019) 

 

Légende : ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay ; PFP : Platelet-Free Plasma ; FT : 

Facteur Tissulaire ; TFPI : Inhibiteur de la voie du Facteur Tissulaire. 

Test Cible Méthode Pré-analytique Kit commercial Références

Cytométrie en flux
PS, FT, 
FT/TFPI

Immunofluorescence PFP Non
Poncelet et al, Trasci, 2015,  
Nolan et al, Platelets, 2017 

Cytométrie en flux Fibrin Immunofluorescence PFP Non Mege et al, Oncotarget, 2017
Microscopie confocale à 

balayage
FT Immunofluorescence PFP / Centrifugation Non Hisada et al, Thromb Res, 2017 

Test de génération de 
thrombine (CAT)

PS or FT
Génération de 

thrombine
PFP Oui

Hemker et al, Pathophysiol. 
Haemost. Thromb., 2002

STA-Procoag PPL PS Temps de coagulation PFP Oui
Exner et al, Blodd Coagul. 

Fribinolysis, 2003 

Test de génération de 
Facteur Xa 

FT Génération de FXa Centrifugation Non
Khorana et al, JTH, 2008 ; Woei-A-
Jin, B J Cancer, 2016 ; Vallier et al, 

Thromb haemost , 2019
Test de génération de fibrine PS + FT Génération de fibrine Centrifugation Non Berckmans et al, Blood, 2011

Zymuphen-MP ELISA Kit PS
Génération de 

thrombine
Immunocapture (PS) 

on PFP
Oui Laroche et al, Platelets, 2017

Zymuphen-MP TF FT Génération de FXa
Immunocapture (PS) 

on PFP
Oui Laroche et al, Platelets, 2017
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3.5. Tests viscoélastométriques 

 

Alternativement, des tests plus globaux ont été proposés pour suivre la formation du caillot 

de fibrine ainsi que sa lyse après incubation de MV purifiées. Les premiers tests viscoélastiques, 

connus sous le nom de thrombo-élastographie, ont été rapportés en 1948 par Hartert 225. La thrombo-

élastographie utilise la rotation mécanique pour détecter la dynamique globale de la formation, de la 

stabilisation et de la dissolution de caillots, supposée refléter une hémostase in vivo 226. La thrombo-

élastographie (TEG®, Haemonetics®, États-Unis) et la thromboélastométrie rotationnelle (ROTEM®, 

Haemoview Diagnostics, Australie) sont les deux instruments de contrôle viscoélastiques les plus 

courants (Figure 9). Le TEG®5000 évalue la formation de caillots de sang total par une tige 

suspendue dans une cupule oscillante, chauffée à 37°C. Au fur et à mesure que le caillot se forme, 

les brins de fibrine augmentent la résistance à la rotation de la tige, puis à mesure que la fibrinolyse 

évolue, ces brins se décomposent, réduisant cette résistance. Ces changements de résistance sont 

ensuite transmis par un détecteur qui évalue les paramètres quantitatifs de l'échantillon pour produire 

une représentation graphique. Dans le cas du ROTEM®, c'est la tige en plastique plutôt que la cupule 

qui bouge. Contreras-Garcia et coll. ont montré que le TEG est sensible à l’ajout et à la déplétion en 

MV 227. Mitchell et coll. ont montré que chez des patients présentant un hémothorax, l’augmentation 

de la quantité des MV dans le plasma était accompagnée d’un profil procoagulant au ROTEM 228. 

Chan et coll. ont montré que la déplétion des leucocytes dans le sang diminuait la quantité de MV 

circulantes et diminuait ainsi le potentiel hémostatique du plasma dans le ROTEM 229. Chez des 

patients en choc septique, la concentration en LPS dans le sang est corrélée avec l’activité FT sur les 

MV et également au profil procoagulant sur le ROTEM. Enfin chez des patients traumatiques, 

Fröhlich et coll. ont montré une corrélation inverse entre la quantité de EMV et certains paramètres 

du ROTEM concluant non seulement à une augmentation de l’activité procoagulante, mais 

également de l’activité fibrinolytique apportée par ces vésicules 230.  

Pris ensemble, ces données montrent que les tests viscoélastométriques sont adaptés à la mesure de 

la BCL des MV en situations pathologiques. Cependant, la limite principale de ces tests est 

l’obligation de rajouter des inducteurs de coagulation et de la fibrinolyse pour réaliser ces tests dans 

des temps courts. La forte concentration de ces agents (souvent FT et tPA) a tendance à totalement 

masquer l’effet des MV. Ces tests sont plus adaptés pour étudier le potentiel d’inhibition de la 

coagulation et de la fibrinolyse. 
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Figure 9 : Principe des tests (A) TEG® et (B) ROTEM® 

(Extrait de : Lim et coll., Thromb Res, 2019) 

 

3.6. Limites des tests procoagulants 

 
 Les tests procoagulants mesurant le FT possèdent, encore aujourd’hui, des limites par 

méconnaissance des variables préanalytiques influençant sa mesure, un nombre réduit de techniques 

de purification des MV, et enfin un manque de spécificité et de sensibilité des tests de mesure de 

l’activité du FT. 

 Les étapes critiques de préanalytiques de mesure telles que décrites par Nigel Key sont 1) la 

contamination du sang par le sous-endothélium vasculaire riche en FT lors du prélèvement sanguin, 

2) l’utilisation d’un anticoagulant pouvant influencer la fixation du TFPI sur le FT et 3) les cycles de 

congélation et décongélation du plasma favorisent l’exposition des PL négatifs à la surface des MV 

augmentant ainsi l’activité du FT 154. 
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Dans la plupart des tests fonctionnels, les MV doivent être purifiées à partir des fluides 

corporels avant d'effectuer le test. L'ultracentrifugation a été utilisée depuis de nombreuses années. 

Cependant, l'étape de centrifugation diminue considérablement la reproductibilité des tests et peut 

entraver les comparaisons interlaboratoires. L'immunocapture sur des billes magnétiques peut 

représenter une alternative utile  231,232. 

Le manque de sensibilité des tests procoagulants est illustré, par le fait, que l’activité MV-FT 

est mesurée uniquement dans le cas de cancers extrêmement procoagulants, comme le cancer 

pancréatique. En effet, une activité MV-FT a été mesuré uniquement chez les patients à fort risque 

de thrombose. L’amélioration de la sensibilité pourrait permettre de détecter les patients à risque plus 

modéré de thrombose. De plus, l’augmentation de la sensibilité augmenterait la plage de mesure de 

l’activité MV-FT permettant d’observer des diminutions de cette activité. Dans l’optimisation de 

nouveaux tests mesurant l’activité procoagulante dépendante du FT, les variables à prendre en 

compte incluent non seulement la sensibilité, mais également la spécificité du test FT. La spécificité 

est définie ici comme l’activation du FX dépendante du FT. Dans les tests fonctionnels, elle est 

généralement obtenue par la soustraction de l’activité totale (condition isotype contrôle) par l’activité 

non-spécifique (condition anticorps bloquant spécifique du FT). Ainsi, Nigel Key montre dans sa 

revue qu’en utilisant le test de capture de l’activité MV-FT 231, environ deux tiers de l’activation du 

FX dépendant de VIIa était inhibée par un anticorps bloquant anti-FT, alors que plus de 95% de la 

génération Xa était dépendante de FT dans les MV obtenues à partir du plasma après une exposition 

au lipopolysaccharide. À l’inverse, dans les tests antigéniques tels que la cytométrie en flux, on ne 

peut pas discerner à l’heure actuelle, le FT étant capable d’activer le FX en FXa (FT décrypté) du FT 

inactif (ou encrypté). La cytométrie en flux permet de mesurer l’expression de la PS grâce à la 

fixation de l’annexine V fluorescente ou avec la lactadhérine et le FT en utilisant des anticorps 

spécifiques. Cependant, malgré un rôle prometteur dans la détection des sous-populations de MV, 

elle est limitée par un manque de sensibilité, n’étant pas capable de détecter des éléments avec une 

taille inférieure à 300 nm. 

Le préanalytique, les techniques de purification des MV et la sensibilité et la spécificité des 

tests restent encore à améliorer et fournissent une potentielle explication à la performance limitée de 

la mesure des MV-FT en tant que biomarqueur permettant de prédire avec précision le risque de 

thrombose. 

 

 

3.7. Comparaison et standardisation des essais mesurant l’activité procoagulante 
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Parmi les tests mesurant les MV-FT, seule la cytométrie en flux bénéficie jusqu’à présent 

d’un effort de normalisation permettant de réduire la variabilité interlaboratoire 233,234,201,197,235. Ce 

travail fait actuellement l’objet d’un atelier collaboratif sur la normalisation des VE qui réunit les 

experts de trois sociétés internationales : la Société Internationale des Vésicules Extracellulaires 

(ISEV), la Société internationale pour l'avancement de la cytométrie (ISAC) et la Société 

internationale de thrombose et d'hémostase (ISTH). Toutefois, il reste encore à élaborer des normes 

internationales pour comparer les résultats issus de différents laboratoires 236. À ce jour, seulement 3 

études ont comparé la mesure des MV-FT 205,237,181. En 2012, Lee et coll. ont montré que le test de 

génération de FXa était généralement plus sensible que les tests antigéniques tels que la cytométrie 

en flux et les tests ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). En 2016, Tatsumi et coll. ont 

montré que ce test était également plus sensible que le test fonctionnel commercial mesurant 

l’activité MV-FT (Zymuphen-MPTF®). Enfin, van Es et coll. a récemment montré une faible 

corrélation entre le test de génération de Xa et le test de génération de fibrine. Cependant, à ce jour, 

il n’y a pas eu de comparaison globale de toutes les techniques mesurant les MV-FT. Un nouvel 

atelier comparant la sensibilité et la spécificité des tests, permettant de mesurer les MV-FT dans des 

échantillons de plasma commencera cette année. Les résultats de cette étude fournira certainement 

des informations importantes pour progresser vers les méthodes optimales de mesure des MV et des 

outils de normalisation obligatoires pour construire des études multicentriques robustes dans le 

domaine de la thrombose. 

3.8. Conclusion/Perspectives  

Actuellement, il manque des données robustes comparant les différentes méthodes 

fonctionnelles mesurant le potentiel procoagulant des MV. Certaines recommandations ont été 

émises 202,236. Il est par exemple recommandé que les nouveaux tests procoagulants soient validés en 

utilisant le modèle de sang stimulé au LPS. Ce modèle, connu pour augmenter l’activité coagulante 

dépendante du FT, permettrait de s’assurer de la spécificité de la mesure. Les utilisateurs doivent 

également savoir que les variables préanalytiques ont un impact important sur le test fonctionnel 

mesurant l’activité procoagulante des MV. La purification des MV par centrifugation à grande 

vitesse contribue à la faible reproductibilité des tests fonctionnels en cours. Le développement de 

méthodes alternatives pour extraire les MV du plasma tout en maintenant une bonne sensibilité et 

spécificité des tests est nécessaire. 
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III-TRAVAIL PERSONNEL 

Article : Augmenter la sensibilité de mesure de l’activité du facteur 

tissulaire portée par les microvésicules 

 

Les MV ont initialement été décrites pour leurs propriétés procoagulantes étant donné leur 

structure principalement composée de PL permettant l’assemblage des facteurs de la coagulation, 

mais également par l’expression du FT, principal activateur de la coagulation dans des pathologies 

telles que le choc septique ou le cancer. Le FT forme un complexe avec le FVII permettant dans un 

premier temps l’activation du FVII en FVIIa et dans un second temps la génération de FXa étape 

essentielle dans la génération de thrombine. Des niveaux élevés d'activité procoagulante dépendante 

des MV-FT sont détectables chez les patients présentant un risque accru de thrombose. Plusieurs 

méthodes ont été décrites pour mesurer l'activité du FT, mais elles sont caractérisées par une 

sensibilité et une spécificité limitée.  

 

Le but de ce travail a été d’améliorer les performances du test d’activité MV-FT et d’évaluer 

ses performances en le comparant à un autre test couramment utilisé (Chapel Hill assay)  

 

Pour réaliser cet objectif, nous avons tout d’abord démontré : 
 

1) La spécificité du test pour le FT, confirmée en utilisant une lignée cellulaire knock-out pour 

le gène du FT dans laquelle l’activité mesurée n’a pas été inhibée en comparaison des MV de 

la lignée parentale et optimisée en montrant l’avantage de l’anticorps inhibiteur de l’activité 

MV-FT SBTF-1 possédant une activité inhibitrice plus forte qu’un autre clone très utilisé le 

HTF-1.  

2) La sensibilité du test a été optimisée en choisissant les meilleures conditions de vitesse et de 

temps de centrifugation pour concentrer les MV et les concentrations en réactif permettant 

d’obtenir les plus fortes activités et notamment l’utilisation de FVII par rapport au FVIIa ou 

encore l’utilisation d’un substrat fluorogène.  

3) Le test a été validé en réalisant des expériences utilisant du sang provenant d'individus sains, 

stimulés ou non par le LPS, ou de plasma enrichi avec 3 niveaux différents de MV.  
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4) Le test a été comparé au test réalisé au laboratoire de Chapel Hill. Les résultats ont montré

que le nouveau test était plus sensible et que cela permettait de détecter l'activité de MV-FT

dans des échantillons de PFP provenant d'individus sains contrairement au test de Chapel Hill.

5) Les limites du test : limité par une variabilité intertest, principalement due à l'étape de

centrifugation.

En conclusion, nous avons amélioré la sensibilité du test d'activité de FT sans perdre de 

spécificité. Ce nouveau test pourrait être utilisé pour évaluer les niveaux de MV-FT en tant que 

biomarqueur potentiel du risque thrombotique chez les patients. 
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A R T I C L E I N F O

Keywords:
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Procoagulant test

A B S T R A C T

Introduction: The TF-FVIIa complex is the primary activator of coagulation. Elevated levels of microvesicle (MV)
bearing tissue factor (TF)-dependent procoagulant activity are detectable in patients with an increased risk of
thrombosis. Several methods have been described to measure MV TF activity but they are hampered by limited
sensitivity and specificity. The aim of this work was to increase the sensitivity of the MV TF activity assay (called
Chapel Hill assay).
Material and methods: Improvements of the MV TF activity assay included i/ speed and time of centrifugation, ii/
use of a more potent inhibitory anti-TF antibody iii/ use of FVII and a fluorogenic substrate to increase speci-
ficity.
Results: The specificity of the MV TF activity assay was demonstrated by the absence of activity on MV derived
from a knock-out-TF cell line using an anti-human TF monoclonal antibody called SBTF-1, which shows a higher
TF inhibitory effect than the anti-human TF monoclonal antibody called HTF-1. Experiments using blood from
healthy individuals, stimulated or not by LPS, or plasma spiked with 3 different levels of MV, demonstrated that
the new assay was more sensitive and this allowed detection of MV TF activity in platelet free plasma (PFP)
samples from healthy individuals. However, the assay was limited by an inter-assay variability, mainly due to the
centrifugation step.
Conclusions: We have improved the sensitivity of the MV TF activity assay without losing specificity. This new
assay could be used to evaluate levels of TF-positive MV as a potential biomarker of thrombotic risk in patients.

1. Introduction

Microvesicles (MV) are extracellular vesicles released from the
cellular membrane which have been described as procoagulant entities
since their first report by Peter Wolf, 50 years ago [1]. This procoagu-
lant phenotype relies on the exposure of anionic phospholipids, espe-
cially the phosphatidylserine (PS), on the external leaflet of the mem-
brane, allowing the binding of coagulation factors at the MV surface by
their carboxylglutamic acid-rich (GLA)-domains [2]. In addition, the
presence of the coagulation initiator tissue factor (TF) on subsets of MV
also significantly contributes to their procoagulant activity. Different

studies that infused MV into mouse models of venous or arterial
thrombosis demonstrate the procoagulant activity of MV in vivo [3–5].
Special attention has been given to cancer-associated thrombosis and
the underlying mechanisms linking MV and venous thromboembolism
(VTE) [6,7]. Data from animal models show that tumor-derived TF-
positive MV are key players of thrombus formation by activating both
the coagulation system and platelets [8–12].

These mechanistical data in murine models unequivocally demon-
strate the contribution of MV TF in thrombus formation. Indeed, in
humans, elevated plasma levels of MV TF have been associated with an
increased risk of developing VTE in cancer patients. [13–18]. However,
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the association between levels of MV TF activity and VTE has been
shown in patients with pancreatic cancer but no other types of cancer.
This may be due to different pathophysiological mechanisms involved
in the VTE formation in cancer [12] but also limited sensitivity of the
MV TF activity.

Several methods have been described to measure MV TF in clinical
samples using either activity or antigen-based assays [6,19]. However,
the specificity and sensitivity of these assays is a concern. Among these
assays, antigenic detection of TF on circulating MV provides the ad-
vantage to detect both cryptic and decrypted TF but the measurement
of TF by flow cytometry remains very challenging because of the low
levels of TF and concerns about some anti-TF antibodies [20]. Cur-
rently, there are two non-commercial methods that have been reported
for MV TF activity that use either a kinetic monitoring of the specific
substrate digestion (Leiden assay) or an end point reading (Chapel Hill
assay) to measure factor Xa (FXa) generation [6,21,22]. These assays
use an antibody which inhibits TF activity. A good correlation was
found between these two versions of the FXa generation assay in 54
pancreatic cancer patients [23] and they proved to be more sensitive
than commercial assays [24]. A recent paper described the Chapel Hill
assay in details [25].

The aim of this work was to improve the MV TF-dependent FXa
generation assay (MV TF activity assay) and evaluate its analytical
performances in comparison with a currently used test (Chapel Hill
assay).

2. Materials and methods

2.1. Blood sample processing

Blood samples from healthy donors, who signed an informed con-
sent form, were collected and processed according to the current
International Society on Thrombosis and Hemostasis guidelines
[19,26]. Briefly, after a light tourniquet was applied, samples were
drawn from the antecubital vein using a butterfly device with a 21-
gauge needle. Blood was collected into 5mL Vacutainer tubes con-
taining 0.129mol/L sodium citrate (BD Diagnostics, Franklin Lakes, NJ,
US), and the first few milliliters were discarded. The samples were
subjected to two successive centrifugations (2500g for 15min at room
temperature (RT)) to prepare platelet-free plasma (PFP). The PFP was
homogenized before being aliquoted and stored at −80 °C until use.

For specific experiments, whole blood was incubated with bacterial
lipopolysaccharide (LPS) (10 μg/mL, Escherichia coli O111: B4; Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA) for 5 h at 37 °C. Then PFP were prepared
with two successive centrifugations (2500g, 15min, RT with a
Multifuge X3R centrifuge, rotor TX-1000, k-factor: 9470, Thermofisher,
Courtaboeuf, France).

2.2. MV preparation

Human myeloid leukemia HL60 cells (Sigma Aldrich, Lyon, France)
and human pancreatic BxPC3 cells (Sigma Aldrich, Lyon, France),
regularly tested for mycoplasmas with Mycoalert (Lonza Biosciences,
Basel, Switzerland) and DAPI (Sigma Aldrich, Lyon, France) were cul-
tured in RPMI 1640 medium (GIBCO BRL, Gaithersburg, MD, USA)
supplemented with 10% of fetal bovine serum (FBS), 1% of penicillin
and 1% of streptomycin (GIBCO BRL, Gaithersburg, MD, USA), in hu-
midified atmosphere at 37 °C, 5% CO2. Cell viability was assessed by
trypan blue dye exclusion. Haploid human cell line (HAP1) cells and its
derivative KO-TF-HAP1 made by CRISPR/Cas9 (Thermofisher,
Courtaboeuf, France) were grown at 37 °C and 5% CO2 in Iscove's
Modified Dulbecco's Medium (IMDM) (GIBCO BRL, Gaithersburg, MD,
USA) supplemented with 10% of FBS, 1% of penicillin and 1% of
streptomycin. TF protein and TF gene expression were tested by flow
cytometry and qPCR respectively All mediums were filtrated at 0.22 μm
(Corning, New York, USA).

MV purified from culture supernatants: HL60-MV, BxPC3-MV and
HAP1-MV were purified from conditioned medium after cells and
debris by two successive centrifugations at 300g, 5 min and an addi-
tional 2500g centrifugation, 10 min.

MV purified from clinical samples: Platelet-derived MV (PMV) were
generated from PRPs as already described [27]. Erythrocyte-derived
MV (Ery-MV) were purified generated from purified red blood cells
either by aging (48 h) or sonication by VIBRA Cell 75186 sonicator ;
Pulse S9 (60%) 3 times for 60s. All MV subsets were pelleted at
70,000g, 90min, 4 °C (JA-30.50 Ti fixed-angle rotor, k-factor: 280,
Beckman Coulter, Villepinte, France) and washed twice in PBS buffer
(2×70,000g, 90min). Isolated MV were enumerated by flow cyto-
metry (Gallios, Beckman Coulter, Villepinte, France) standardized by
Megamix strategy [28] by reference to counting beads (MP-Count
beads, BioCytex, Marseille, France) [29]. Finally, MV were spiked in
MV-free plasma (removing MV by high-speed centrifugation
3×70,000g, 90min) before performing TF-dependent procoagulant
testings.

2.3. Optimized MV TF dependent FXa generation assay design

An optimized TF-dependent FXa generation assay (MV TF activity
assay) was adapted from the Chapel Hill TF-dependent FXa generation
assay [21,30] as described [31]. Briefly, MV were pelleted by cen-
trifugation at 24,000g for 60min at RT from 500 μL of plasma 1:2 di-
luted in HEPES buffer (150mM NaCl, 20mM HEPES and 0.1% NaN3,
pH 7.4, 0.22 μm filtrated), washed in HEPES buffer and resuspended in
140 μL of HEPES buffer. Aliquots (70 μL) were pre-incubated for 30min
at 37 °C with either an inhibitory anti-TF monoclonal antibody (10 μg/
mL final, clone SBTF-1, BioCytex, Marseille, France) or a control anti-
body (10 μg/mL, clone a-DNP 2H11–2H12, BioCytex, Marseille, France)
(Fig. 1A). Then, 7 μL HEPES-Ca2+ buffer (150mM NaCl, 20mM HEPES
and 0.1% NaN3, 50mM CaCl2, pH 7.4, 0.22 μm filtrated) containing
purified human FVII and FX (Stago BNL, JV Leiden, Netherland) was
added to each 70 μL sample, to produce final concentrations of 10 nM,
190 nM and 5mM CaCl2 respectively and incubated for another 2 h at
37 °C (Fig. 1B). FXa generation was halted by the addition of 8 μL of
EDTA buffer (150mM NaCl, 20mM HEPES and 0.1% NaN3, 200mM
EDTA, pH 7.4, 0.22 μm filtrated) and a FXa fluorogenic substrate (1 mM
final, BioCytex, Marseille, France) was added (Fig. 1C). Finally, the
fluorescence at 390 nm (excitation) and 460 nm (emission) was mon-
itored for 15min at 37 °C on a microplate fluorescence reader (Fluor-
oskan, CAT instrument, Stago, Asnières-sur-Seine, France) (Fig. 1D).
Maximum reaction velocity (Vmax) was calculated with the associated
software (Ascent Software, Luqa, Malta). Vmax were corrected by
subtracting those generated in the presence of SBTF-1 from those
generated in the presence of the control antibody. Data from plasma-
purified MV were expressed as fmole/L (fM) by comparison to a cali-
bration curve generated using recombinant TF (Fig. 1E).

For comparison experiments, different centrifuge rotors were tested
(FA45-24-11, k-factor: 321; F15-6x100y, k-factor: 1536, Thermofisher,
Courtaboeuf, France; JA-30.50, k-factor: 280; Beckman Coulter,
Villepinte, France). SBTF-1 anti-TF inhibitory antibody was compared
to HTF-1 (BD Biosciences, San Jose, CA) at various concentration
(0.3–20 μg/mL) and incubation time (5–10min). Purified human FVII
was compared to purified human FVIIa (Stago BNL, JV Leiden,
Netherland).

2.4. Chapel Hill assay

This assay has already been described in details in Khorana et al.
2008 [21,25,30]. Briefly, the measurement of MV TF activity in plasma
is based on an end point FXa generation chromogenic assay, the use of a
monoclonal antibody to inhibit TF activity (clone HTF-1, BD Bios-
ciences, San Jose, CA) and the use of FVIIa as TF cofactor.
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2.5. Statistical analysis

All statistical analyses were performed with GraphPad Prism soft-
ware version 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, US). Significant
differences were determined using a non-parametric Mann-Whitney test
or a paired t-test. Analysis of variances (ANOVA) was used to compare
rotors. A p-value< .05 was considered statistically significant.
Spearman's rank correlation was used as a measure of the correlations
between assays.

3. Results

3.1. Specificity of the MV TF activity assay

A major modification of the new MV TF activity assay relies on
using a novel inhibitory anti-TF antibody (SBTF-1) which ensures the
assay specificity. The SBTF-1 clone was compared to the HTF-1 clone
used in the Chapel Hill assay at different concentrations and incubation
times with all other parameters being the same. As demonstrated on
Fig. 2A, compared to HTF-1, SBTF-1 showed a significantly more potent
inhibition of the TF-dependent FXa generation (95 ± 1% vs
92 ± 0.4%, at 20 μg/mL, 5min, p= .04). The superiority of SBTF-1
over HTF-1 was confirmed at lower concentrations. Twenty-two per-
cent of inhibition were lost at 2.5 μg/mL compared with 20 μg/mL with
HTF-1 while the inhibitory effect of SBTF-1 was unchanged. At 10 μg/
mL with both antibodies, we show a significant increase in the inhibi-
tion % levels with SBTF-1 compared to HTF-1 (95 ± 0.7% vs
90 ± 0.5%, p < .001). This difference is amplified at 5 μg/mL
(94 ± 1% vs 86 ± 1%, p < .001) (Fig. 2A). Moreover, the inhibitory
effect of SBTF-1 was maintained over a broad range of spiking doses of
HL60 MV (0.6–5×105) with a saturating concentration above 1,3 μg/
mL that decreases significantly and in a concentration dependent
manner at 0.63 μg/mL (p= .03), 0.32 μg/mL (p= .03) and 0.16 μg/mL
(p= .03) (Fig. 2B) and dramatically decreases at 0.02 μg/mL (p= .03)
and at 0.002 μg/mL (p= .03) (Fig. 2B). Thus, these data demonstrated

that the SBTF-1 clone has a more potent inhibitory activity than HTF-1
clone, whatever the concentration used. For further experiments, a
concentration of 10 μg/mL of SBTF-1 was chosen.

The TF-dependent FXa generation of the MV TF activity assay was
then calculated by the difference between the total FXa activity and the
residual FXa activity which is not inhibited by the SBTF-1 antibody
(non-specific activity). As illustrated on a range of spiked TF-positive
HAP1-MV (Fig. 2C), a significant difference of TF activity was noted
between, total and non-specific activity. Interestingly, when the assay
was performed in presence of the same amount of parental MV which
have been knocked-out for TF (KO-TF-MV), no TF specific activity was
measured, in contrast to parental MV (Fig. 2D). This result demon-
strates the TF specificity of the SBTF-1 antibody and therefore the
specificity of the MV TF activity assay for TF.

The impact of MV surface phospholipids (PLs) was also tested. As
illustrated in Fig. 2E, the addition of a range of KO-TF-MV to MV of the
same PLs nature (parental HAP1-MV) results in a slight increase in the
FXa activity (+17 ± 17% with 0.25× 106 KO-TF-MV). This increase
of FXa activity was only due to an increase in the non-specific activity
(+11 ± 7% with 0.25× 106 KO-TF-MV) while the TF specific activity
remained unchanged (Fig. 2E). In contrast, a significant increase of the
specific activity generated by HL60-MV was observed after spiking of
sonicated Ery-MV, old Ery-MV, KO-TF-MV and PMV. As shown on
Fig. 2F, the extent of the increase varies according to the PL origins
ranging from 100 ± 20% with 1×106 sonicated Ery-MV (p < .001),
50 ± 20% with 0.5×106 old Ery-MV (p= .01), 40 ± 20% with
0.5×106 KO-TF-MV (p= .02) to no significant impact with PMV.
These results demonstrate that MV TF specific activity can be impacted
according to the origin of MV surface phospholipids.

3.2. Optimizing sensitivity of the MV TF activity assay

The MV TF activity assay was optimized in order to improve its
sensitivity. First, the impact of the centrifugation protocol was eval-
uated by comparing MV TF activity in MV-free plasma spiked by three

Fig. 1. Schematic sketch of the MV TF activity assay. A. Microvesicles (MV) were extracted from platelet-free plasma (PFP) using ultracentrifugation. Blocking anti-
TF (or sham) antibody was reacted with MV for specificity evaluation. B. Reaction mix containing factor VII (FVII), factor X (FX) and calcium (CaCl2) was added, FX
cleavage into activated factor X (FXa) was induced by tissue factor (TF)/ activated FVII (FVIIa) complex during incubation at 37 °C. C. The reaction was stopped by
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) that captures the calcium. D. The generated FXa was quantified by fluorometry using a specific fluorogenic substrate, and the
fluorescence (excitation 390 nm/emission 460 nm) was monitored in RFU/min. E. Calibration range of liposome associated recombinant TF allows us to convert the
values in femtomolar of TF.
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different levels of BxPC3-MV. As illustrated in Fig. 3A, the experiment
was performed at the same centrifuge force (24,000g) but with different
rotors. We observed a significantly different activities in all levels (LL:
11 ± 3; 47 ± 6 and 33 ± 5 fM for rotor 1, 2 and 3 respectively,
p= .003; ML: 35 ± 3; 100 ± 10; 70 ± 2 fM, p= .002; HL:
120 ± 16; 300 ± 50; 230 ± 13 fM, p= .002). Because of this var-
iation, all further comparison was performed with the same rotor.
(rotor 2). Regarding the centrifugation time, a significantly increased
activity was observed with 60min compared to 30 or 15min as per-
formed on the Chapel Hill assay (28 ± 10 fM vs 60 ± 10 fM, p= .009,
at 15 and 60min, respectively) while no further increase was observed
with 90min (64 ± 6 fM) (Fig. 3B). Regarding the centrifugation speed,
no significant difference was observed between the speed used in the
Chapel Hill assay protocol 20,000g and 24,000g. Surprisingly, further
increase in the centrifugation speed results in a significant decrease in
the activity (60 ± 10; 38 ± 13; 32 ± 17 fM at 24.000g, 70,000g and
100,000g, respectively, p= .02) (Fig. 3C). Therefore, centrifugation of
PFP at 24,000g for 60min at RT, using the same rotor was delineated as
optimized preanalytical conditions to measure TF activity with reduced
variability.

The Chapel Hill assay includes as reaction mix FX, CaCl2 and FVIIa
to generate FXa. First, we compared FVII with FVIIa. As a result, FVII
generated significantly increased MV TF activity compared to FVIIa
(38 ± 3 fM vs 27 ± 2 fM, p= .02) with significantly less non-specific
activity (6 ± 2 fM vs 14 ± 1 fM, p= .004) (Fig. 3D). Secondly, we
determined the optimal concentrations of the FX or FVII to be used in
the reaction mix without increasing the non-specific activity. We
compared different concentration of FX and FVII. As shown in Fig. 3E, a
concentration of FVII above 10 nM does not improve the sensitivity. In
contrast, increasing the FX concentration results in a significant gain in
the MV TF activity without increasing the non-specific activity
(36 ± 6, 52 ± 4, and 72 ± 10 fM, at 190, 380 and 760 nM (10 nM
FVII), respectively, p= .002). Finally, a concentration of FX of 190 nM
was chosen for cost reasons. Regarding calcium concentration, an ac-
tivity plateau was reached at 5mM regardless of the levels of MV TF
activity (Fig. 3F) showing that this concentration is sufficient for the
FXa generation assay. Thirdly, we determined the optimal incubation
time with the reaction mix. As observed in Fig. 3G, MV TF activity
increased with incubation time. A 2 h of incubation was chosen for
further experiments as a good compromise between sensitivity and
assay duration (Fig. 3G). Therefore, the incubation time was the same
as the Chapel Hill assay.

Taken together, these results established the optimal experimental
conditions to improve sensitivity of the MV TF activity assay without
losing specificity: centrifugation at 24,000g for 60min; 10 nM FVII,
190 nM FX and 5mM CaCl2 incubated for 2 h in the new version instead
of centrifugation at 20,000g for 15min; 10 nM FVIIa, 300 nM FX and
10mM CaCl2 incubated for 2 h in the Chapel Hill assay.

3.3. Linearity and reproducibility of the MV TF activity assay

The impact of the MV TF activity assay optimizations was evaluated,
on linearity and reproducibility. First, to demonstrate the linearity of
the assay, a dose-effect relationship of the MV TF activity was measured
on different volumes of plasma spiked with HL60-MV. A significant
linear relationship between the initial plasma volume centrifugate and
the measured MV TF activity was observed (HL, r2= 0.97, p < .001;
ML, r2= 0.98, p < .001; LL, r2= 0.91, p < .001) (Fig. 3H).

The variability of the MV TF activity assay was evaluated either
after MV purification or on PFP with the aim to include the impact of
the centrifugation procedure. As shown in Table 1, the intra-assay
(repeatability) and the inter-assay variation (reproducibility over a
12month-period) of three levels of purified MV was low (4% and
4–13% respectively) while the intra-assay (repeatability) and the inter-
assay variation (reproducibility over time) of the assay in PFP was
higher with CV above 20% (20%, 22–26%, respectively) due to the

centrifugation step. Because the quality of the recovery of the MV pellet
may vary between operators, the inter-operator reproducibility (n=4)
was evaluated using samples containing three different levels of MV TF
activity. As a result, the inter-operator variability was inversely related
to the level of TF activity, (LL, CV=38%, ML, CV=17%, HL,
CV=3%, Table 1). While the direct comparison was not made, no
difference in variability is expected between the MV TF activity assay
and the Chapel Hill assay because both assays share a centrifugation
step which is the main cause of variability within the assays.

3.4. Evaluation of the MV TF activity assay sensitivity

The sensitivity of the MV TF activity assay was first compared to the
Chapel Hill assay evaluating the detection limit of the method which
was defined as the linearity breakpoint in a serial dilution of re-
combinant source of TF. As shown in the Fig. 4A, a lower detection limit
was found for the new assay compared to the Chapel Hill assay (3 ± 1
vs 12 ± 3 fM, p= .03). This low detection limit permitted the detec-
tion of MV TF activity in plasma samples from healthy individuals
(26 ± 15 fM) which was specifically inhibited by the anti-TF antibody
SBTF-1 (Fig. 4B). After adjusting for the enrichment factor of 3.6 be-
tween the sample of 500 μL and the pellet recovered in 140 μL of buffer,
this value represents a concentration of 7 ± 4 fM TF in the donor
plasma sample. This result was obtained after discarding the first mil-
liliters of blood because of a potential release of subendothelial TF
during the venipuncture [32]. Indeed, as shown in Fig. 4C, when
measured on 6 successive 5mL tubes from the same donor, the activity
was significantly higher in the first tube compared to the following
(−20 ± 10%, p= .05). This result suggests that the first tube was
contaminated by subendothelial TF and therefore should be discarded
from the analysis. Next, the ability of MV TF activity assay to dis-
criminate MV TF activity from unstimulated blood compared to the
same blood stimulated with LPS was measured. As illustrated in Fig. 4D,
the activity was significantly increased in LPS-stimulated compared to
unstimulated conditions (190 ± 120 fM vs 26 ± 15 fM, p= .002).

Finally, the sensitivity of the MV TF activity assay was directly
compared to the Chapel Hill assay. In healthy plasma the FXa genera-
tion specifically inhibited by the anti-TF antibodies was significantly
detected with the MV TF activity assay (26 ± 15 fM) while it remained
undetectable with the Chapel Hill assay (Fig. 5A). In LPS-stimulated
plasma, a significant increase of 30 ± 40% with the MV TF activity
assay was measured (p= .04) (Fig. 5A) with a good correlation be-
tween assays (r2= 0.952; p < .0001, Fig. 5B). Both assays were per-
formed with a different plasma volume (500 μL vs 200 μL). After nor-
malization of this volume (200 μL or 500 μL) the MV TF activity

Table 1
Reproducibility of the MV TF activity assay. Different types of assay reprodu-
cibility measured with the coefficient of variation. Type of sample, number of
experiment and number of operators are indicated. MV-free plasma spiked by
three distinct levels of BxPC3-MV: HL=high level, ML=medium level,
LL= low level.

Type of reproducibility Sample
nature

Number of
samples

Number of
operators

Coefficient of
variation

Repeatability Purified
MV

4 4 4%

Reproducibility over
time

Purified
MV

52 1 LL 13%

ML 9%
HL 4%

Repeatability PFP 4 1 20%
Reproducibility over

time
PFP 25 1 LL 26%

ML 22%
HL 25%

Inter-operator
reproducibility

PFP 4 3 LL 38%
ML 17%
HL 3%
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remains significantly higher with the MV TF activity assay than the
Chapel Hill assay (29 ± 8 vs 14 ± 4 fM; p= .03; 99 ± 9 vs 35 ± 8
fM; p= .008 for 200 and 500 μL, respectively, Fig. 5C). These results
were confirmed in plasma spiked with three different levels of TF+MV
(BxPC3). As shown in Fig. 5D, a significantly higher activity was found
in the MV TF activity assay compared to the Chapel Hill assay
(57 ± 11 vs 20 ± 7 fM; p= .003, 129 ± 19 vs 30 ± 9 fM; p= .002
and 251 ± 21 vs 168 ± 16 fM; p= .002; for LL, ML and HL, respec-
tively). Altogether these results demonstrate that the MV TF activity
assay is more sensitive than the Chapel Hill assay and that the differ-
ence of initial plasma volume was not the key factor explaining this
difference.

4. Discussion

Although many studies have suggested that MV TF activity may be a
useful biomarker to identify patients with an increased risk of throm-
bosis, the most convincing results were published in patients with
cancer [14,15,22,24,33,34]. In contrast, significant increases in MV TF
activities were not observed in cardiovascular disorders [6]. It is
thought that the major part of TF-positive MV are derived from tumor
cells in cancer in particular for pancreatic cancer displaying the highest
MV TF activity [12,18], whereas they are derived from hematopoietic
cells in non-tumoral disease. But one can also hypothesize that the
current tests are hampered by a lack of sensitivity. In the present study,
we showed that the sensitivity of MV TF activity can be significantly
improved by 1/ increasing the plasma volume, the speed and time of
centrifugation, the FX concentration, 2/ using an anti-TF antibody
(Clone SBTF-1) with a more potent inhibition capacity to better de-
lineate the TF-specific reaction and, 3/ using a fluorogenic substrate
and continuously monitoring its degradation to measure the amount of
generate FXa and 4/ using FVII instead of FVIIa to reduce TF-in-
dependent FXa generation.

We demonstrated that this new assay was able to measure MV TF
activity with a high specificity and an improved sensitivity, especially
in the low range of values. Indeed, we were able to detect MV TF ac-
tivity in normal PFP samples. However, the assay was still limited by an
inter-assay variability, mainly due to the centrifugation step.

The MV TF activity assay developed in the present study combines
an enzymatic assay of generated FXa, with initial plasmatic MV pur-
ification by centrifugation. A first step was to improve some parameters
that influence the preanalytical step, one of the most important issue, as
extensively discussed in previous reviews [35,36]. High-speed cen-
trifugation is frequently used to pellet MV because it can be performed
easily. However, as illustrated in our study, isolation of the MV in-
troduces some variability, as shown by the CV of MV TF activity. We
found significantly less variability when measuring suspensions of
previously purified MV. Consistent with previous studies showing that
the recovery of the pellet depends on the rotor type, the centrifugation
speed (g-force) and the centrifugation time [37], we demonstrated that
MV TF activity is significantly affected by 1) type of rotor 2) speed of
centrifugation and 3) centrifugation time. According to our results,
centrifugation of PFP at 24,000g for 60min at RT, using the same rotor
was retained as appropriate preanalytical conditions to measure MV TF
activity in a controlled range.

Another disadvantage of centrifugation is to cause the aggregation
of MV and/or their contaminations by unwanted elements, such as
protein/lipid aggregates [38]. Accordingly, in the future, an option to
overcome the disadvantages of centrifugation would be to use antibody
coated magnetic beads to easily capture MV from larger volumes of
plasma, thus reducing the time to isolate MV and opening the way to
future automation and extraction of specific subsets enriched in MV TF.
We recently used such a strategy in a new assay measuring CD15+ MV
associated plasmin activity [29], with an improvements in time, sen-
sitivity, specificity and reproducibility.

We also focused on improving the analytical settings of the FXa

generation assay and showed that the sensitivity of the MV TF activity
was optimized by 1) using factor VII instead of VIIa, 2) an optimized
calcium concentration, and 3) tuning the incubation time that allows a
better recovery of activated FX and a better cleavage of the fluorescent
substrate.

An important modification was provided by introducing a new in-
hibitory anti-TF antibody with a high inhibitory potential (SBTF-1). The
use of KO-TF-MV was key to confirm that SBTF-1 confers a high spe-
cificity to the novel assay. Indeed, when MV generated from the cell
line HAP1 that has been KO for TF were compared to MV MV TF issued
from their parental cells, no TF specific activity was generated from KO-
TF-MV, indicating that SBTF-1 confers a high specificity to the novel
assay. In comparison with the commercially available anti-TF antibody
HTF-1 (the most widely used antibody in the previous studies
[25,30,39]), the SBTF-1 exhibited an increased inhibitory effect, as
attested by its higher inhibition of FXa generation seen at different
times and concentrations. Moreover, the SBTF-1 inhibitory effect re-
mained maximal over a broader range of MV TF concentrations.

Non TF elements that can modify TF activity in blood are widely
described in previous studies, such as notably negatively charged PLs
[40–42]. Indeed, we showed that TF activity can be influenced by er-
ythrocyte-derived MV (Ery-MV) probably by increasing the rate of FXa
to FX exchange from the TF-FVIIa-FX(a) enzymatic complex. We have
shown that hemolysis increases the non-specific FXa generation in
plasma samples from dogs with immune-mediated hemolytic anemia
[43]. This emphasizes the importance of the pre-analytical treatment of
samples and the interpretation of data from hemolysed samples.

Having optimized the analytical settings of MV TF activity assay, we
challenged its sensitivity and specificity. We illustrate here the sensi-
tivity by showing 1/ a lower detection limit, 2/ the existence of a basal
level of MV TF activity in blood plasma from healthy donors and, 3/ a
significant increase of activity for MV from LPS stimulated blood.

Finally, we demonstrated that MV TF activity assay presented a
higher sensitivity than the end point Xa generation assay compared
with the Chapel Hill assay. Differences between the assays are sum-
marized in Table 2. Significantly more TF activity was always measured
by the optimized FXa generation assay 1/ using plasma from healthy
controls, both untreated and LPS-activated 2/ using plasma enriched
with various known concentrations of MV from the pancreatic cancer
cell line BxPC3, with a better correlation between assays observed for
samples with higher TF activity than for those with low TF activity.

In conclusion, the MV TF activity assay presented here shows a
higher sensitivity without reducing specificity. Therefore, this modified
assay could provide a significant improvement to measure TF-positive
MV as a potential biomarker of thrombotic risk in patients.
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Table 2
Differences between the MV TF activity assay and the Chapel Hill assay.

MV TF activity assay Mackman assay

Sample 500 μL plasma 200 μL plasma
Isolation of MV 1 h, 24.000g

centrifugation with one
wash

15min, 20.000g
centrifugation with two
washes

Blocking antibody SBTF1 (10 μg/mL) HTF1 (4 μg/mL)
Reaction MIX 10 nM FVII, 190 nM FX

and 5mM CaCL2
10 nM FVIIa, 300 nM FX and
10mM CaCL2

Substrate monitoring Kinetic End-point
Substrate Fluorogenic Chromogenic

L. Vallier, et al. Thrombosis Research 182 (2019) 64–74

62



(T32HL007149).

Declaration of Competing Interest

We disclose as a conflict of interest that a patent on this topic has
been licensed by the Stago Company, and P. Poncelet, T. Bouriche, and
C. Judicone are full-time employees of Biocytex.

References

[1] P. Wolf, The nature and significance of platelet products in human plasma, Br. J.
Haematol. 13 (1967) 269–288.

[2] V.C. Ridger, C.M. Boulanger, A. Angelillo-Scherrer, L. Badimon, O. Blanc-Brude, M.-
L. Bochaton-Piallat, E. Boilard, E.I. Buzas, A. Caporali, F. Dignat-George, P.C. Evans,
R. Lacroix, E. Lutgens, D.F.J. Ketelhuth, R. Nieuwland, F. Toti, J. Tunon, C. Weber,
I.E. Hoefer, Microvesicles in vascular homeostasis and diseases. Position Paper of
the European Society of Cardiology (ESC) Working Group on Atherosclerosis and
Vascular Biology, Thromb. Haemost. 117 (2017) 1296–1316 (doi:10.1160/TH16-
12-0943).

[3] E. Biró, K.N. Sturk-Maquelin, G.M.T. Vogel, D.G. Meuleman, M.J. Smit, C.E. Hack,
A. Sturk, R. Nieuwland, Human cell-derived microparticles promote thrombus
formation in vivo in a tissue factor-dependent manner, J. Thromb. Haemost. 1
(2003) 2561–2568.

[4] J. Chou, N. Mackman, G. Merrill-Skoloff, B. Pedersen, B.C. Furie, B. Furie,
Hematopoietic cell-derived microparticle tissue factor contributes to fibrin forma-
tion during thrombus propagation, Blood. 104 (2004) 3190–3197 (doi:10.1182/
blood-2004-03-0935).

[5] E. Ramacciotti, A.E. Hawley, D.M. Farris, N.E. Ballard, S.K. Wrobleski, D.D. Myers,
P.K. Henke, T.W. Wakefield, Leukocyte- and platelet-derived microparticles corre-
late with thrombus weight and tissue factor activity in an experimental mouse
model of venous thrombosis, Thromb. Haemost. 101 (2009) 748–754.

[6] Y. Hisada, W. Alexander, R. Kasthuri, P. Voorhees, F. Mobarrez, A. Taylor,
C. McNamara, H. Wallen, M. Witkowski, N.S. Key, U. Rauch, N. Mackman,
Measurement of microparticle tissue factor activity in clinical samples: a summary
of two tissue factor-dependent FXa generation assays, Thromb. Res. 139 (2016)
90–97, https://doi.org/10.1016/j.thromres.2016.01.011.

[7] D. Mege, S. Mezouar, F. Dignat-George, L. Panicot-Dubois, C. Dubois, Microparticles
and cancer thrombosis in animal models, Thromb. Res. 140 (2016) 21–26
(doi:10.1016/S0049-3848(16)30094-9).

[8] G.M. Thomas, L. Panicot-Dubois, R. Lacroix, F. Dignat-George, D. Lombardo,
C. Dubois, Cancer cell-derived microparticles bearing P-selectin glycoprotein ligand
1 accelerate thrombus formation in vivo, J. Exp. Med. 206 (2009) 1913–1927,
https://doi.org/10.1084/jem.20082297.

[9] J.-G. Wang, J.E. Geddings, M.M. Aleman, J.C. Cardenas, P. Chantrathammachart,
J.C. Williams, D. Kirchhofer, V.Y. Bogdanov, R.R. Bach, J. Rak, F.C. Church,
A.S. Wolberg, R. Pawlinski, N.S. Key, J.J. Yeh, N. Mackman, Tumor-derived tissue
factor activates coagulation and enhances thrombosis in a mouse xenograft model
of human pancreatic cancer, Blood. 119 (2012) 5543–5552, https://doi.org/10.
1182/blood-2012-01-402156.

[10] G.M. Thomas, A. Brill, S. Mezouar, L. Crescence, M. Gallant, C. Dubois,
D.D. Wagner, Tissue factor expressed by circulating cancer cell-derived micro-
particles drastically increases the incidence of deep vein thrombosis in mice, J.
Thromb. Haemost. 13 (2015) 1310–1319, https://doi.org/10.1111/jth.13002.

[11] J.E. Geddings, Y. Hisada, Y. Boulaftali, T.M. Getz, M. Whelihan, R. Fuentes, R. Dee,
B.C. Cooley, N.S. Key, A.S. Wolberg, W. Bergmeier, N. Mackman, Tissue factor-
positive tumor microvesicles activate platelets and enhance thrombosis in mice, J.
Thromb. Haemost. 14 (2016) 153–166, https://doi.org/10.1111/jth.13181.

[12] Y. Hisada, N. Mackman, Cancer-associated pathways and biomarkers of venous
thrombosis, Blood. 130 (2017) 1499–1506, https://doi.org/10.1182/blood-2017-
03-743211.

[13] M.E.T. Tesselaar, F.P.H.T.M. Romijn, I.K. Van Der Linden, F.A. Prins, R.M. Bertina,
S. Osanto, Microparticle-associated tissue factor activity: a link between cancer and
thrombosis? J. Thromb. Haemost. JTH. 5 (2007) 520–527, https://doi.org/10.
1111/j.1538-7836.2007.02369.x.

[14] J.I. Zwicker, H.A. Liebman, D. Neuberg, R. Lacroix, K.A. Bauer, B.C. Furie, B. Furie,
Tumor-derived tissue factor-bearing microparticles are associated with venous
thromboembolic events in malignancy, Clin. Cancer Res. Off. J. Am. Assoc. Cancer
Res. 15 (2009) 6830–6840, https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-09-0371.

[15] A. Bharthuar, A.A. Khorana, A. Hutson, J.-G. Wang, N.S. Key, N. Mackman,
R.V. Iyer, Circulating microparticle tissue factor, thromboembolism and survival in
pancreaticobiliary cancers, Thromb. Res. 132 (2013) 180–184, https://doi.org/10.
1016/j.thromres.2013.06.026.

[16] F.J.S.H. Woei-A-Jin, M.E.T. Tesselaar, P. Garcia Rodriguez, F.P.H.T.M. Romijn,
R.M. Bertina, S. Osanto, Tissue factor-bearing microparticles and CA19.9: two
players in pancreatic cancer-associated thrombosis? Br. J. Cancer. 115 (2016)
332–338, https://doi.org/10.1038/bjc.2016.170.

[17] D. Faille, M.-C. Bourrienne, E. de Raucourt, L. de Chaisemartin, V. Granger,
R. Lacroix, L. Panicot-Dubois, P. Hammel, P. Lévy, P. Ruszniewski, N. Ajzenberg,
V. Rebours, Biomarkers for the risk of thrombosis in pancreatic adenocarcinoma are
related to cancer process, Oncotarget. 9 (2018) 26453–26465 (doi:10.18632/on-
cotarget.25458).

[18] C.-J. Cui, G.-J. Wang, S. Yang, S.-K. Huang, R. Qiao, W. Cui, Tissue Factor-bearing
MPs and the risk of venous thrombosis in cancer patients: a meta-analysis, Sci. Rep.

8 (2018) 1675, https://doi.org/10.1038/s41598-018-19889-8.
[19] F.A.W. Coumans, A.R. Brisson, E.I. Buzas, F. Dignat-George, E.E.E. Drees, S. El-

Andaloussi, C. Emanueli, A. Gasecka, A. Hendrix, A.F. Hill, R. Lacroix, Y. Lee,
T.G. van Leeuwen, N. Mackman, I. Mäger, J.P. Nolan, E. van der Pol, D.M. Pegtel,
S. Sahoo, P.R.M. Siljander, G. Sturk, O. de Wever, R. Nieuwland, Methodological
guidelines to study extracellular vesicles, Circ. Res. 120 (2017) 1632–1648, https://
doi.org/10.1161/CIRCRESAHA.117.309417.

[20] P. Poncelet, S. Robert, N. Bailly, F. Garnache-Ottou, T. Bouriche, B. Devalet,
J.H. Segatchian, P. Saas, F. Mullier, Tips and tricks for flow cytometry-based ana-
lysis and counting of microparticles, Transfus. Apher. Sci. Off. J. World Apher.
Assoc. Off. J. Eur. Soc. Haemapheresis. 53 (2015) 110–126, https://doi.org/10.
1016/j.transci.2015.10.008.

[21] A.A. Khorana, C.W. Francis, K.E. Menzies, J.-G. Wang, O. Hyrien, J. Hathcock,
N. Mackman, M.B. Taubman, Plasma tissue factor may be predictive of venous
thromboembolism in pancreatic cancer, J. Thromb. Haemost. 6 (2008) 1983–1985,
https://doi.org/10.1111/j.1538-7836.2008.03156.x.

[22] M.E.T. Tesselaar, F.P.H.T.M. Romijn, Microparticle-associated tissue factor activity
in cancer patients with and without thrombosis, J. Thromb. Haemost 7 (2009)
1421–1423, https://doi.org/10.1111/j.1538-7836.2009.03504.x.

[23] J. Thaler, C. Ay, N. Mackman, R.M. Bertina, A. Kaider, C. Marosi, N.S. Key,
D.A. Barcel, W. Scheithauer, G. Kornek, C. Zielinski, I. Pabinger, Microparticle-as-
sociated tissue factor activity, venous thromboembolism and mortality in pan-
creatic, gastric, colorectal and brain cancer patients, J. Thromb. Haemost. 10
(2012) 1363–1370, https://doi.org/10.1111/j.1538-7836.2012.04754.x.

[24] K. Tatsumi, S. Antoniak, D.M. Monroe, A.A. Khorana, N. Mackman, Subcommittee
on hemostasis and malignancy of the scientific and standardization committee of
the international society on thrombosis and hemostasis, evaluation of a new com-
mercial assay to measure microparticle tissue factor activity in plasma: commu-
nication from the SSC of the ISTH, J. Thromb. Haemost. 12 (2014) 1932–1934,
https://doi.org/10.1111/jth.12718.

[25] Y. Hisada, N. Mackman, Measurement of tissue factor activity in extracellular ve-
sicles from human plasma samples, Res Pr. Thromb Haemost. 0 (2018), https://doi.
org/10.1002/rth2.12165.

[26] R. Lacroix, F. Dignat-George, Microparticles: new protagonists in pericellular and
intravascular proteolysis, Semin. Thromb. Hemost. 39 (2013) 33–39 (doi:10.1055/
s-0032-1333310).

[27] R. Lacroix, L. Plawinski, S. Robert, L. Doeuvre, F. Sabatier, S. Martinez de
Lizarrondo, A. Mezzapesa, F. Anfosso, A.S. Leroyer, P. Poullin, N. Jourde, M.-
S. Njock, C.M. Boulanger, E. Anglés-Cano, F. Dignat-George, Leukocyte- and en-
dothelial-derived microparticles: a circulating source for fibrinolysis,
Haematologica. 97 (2012) 1864–1872, https://doi.org/10.3324/haematol.2012.
066167.

[28] S. Robert, R. Lacroix, P. Poncelet, K. Harhouri, T. Bouriche, C. Judicone,
J. Wischhusen, L. Arnaud, F. Dignat-George, High-sensitivity flow cytometry pro-
vides access to standardized measurement of small-size microparticles—brief re-
port, Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 32 (2012) 1054–1058, https://doi.org/10.
1161/ATVBAHA.111.244616.

[29] S. Cointe, K. Harti Souab, T. Bouriche, L. Vallier, A. Bonifay, C. Judicone, S. Robert,
R. Armand, P. Poncelet, J. Albanese, F. Dignat-George, R. Lacroix, A new assay to
evaluate microvesicle plasmin generation capacity: validation in disease with fi-
brinolysis imbalance, J. Extracell. Vesicles. 7 (2018) 1494482, , https://doi.org/10.
1080/20013078.2018.1494482.

[30] R.D. Lee, D.A. Barcel, J.C. Williams, J.G. Wang, J.C. Boles, D.A. Manly, N.S. Key,
N. Mackman, Pre-analytical and analytical variables affecting the measurement of
plasma-derived microparticle tissue factor activity, Thromb. Res. 129 (2012)
80–85, https://doi.org/10.1016/j.thromres.2011.06.004.

[31] I. Agouti, S. Cointe, S. Robert, C. Judicone, A. Loundou, F. Driss, A. Brisson,
D. Steschenko, C. Rose, C. Pondarré, E. Bernit, C. Badens, F. Dignat-George,
R. Lacroix, I. Thuret, Platelet and not erythrocyte microparticles are procoagulant
in transfused thalassaemia major patients, Br. J. Haematol. 171 (2015) 615–624,
https://doi.org/10.1111/bjh.13609.

[32] N. Tekkeşin, O.B. Esen, C. Kilinç, O. Eviyaoğlu, Discard first tube for coagulation
testing, Blood Coagul. Fibrinolysis Int. J. Haemost. Thromb. 23 (2012) 299–303,
https://doi.org/10.1097/MBC.0b013e328351ebbf.

[33] F. van Doormaal, A. Kleinjan, R.J. Berckmans, N. Mackman, D. Manly,
P.W. Kamphuisen, D.J. Richel, H.R. Büller, A. Sturk, R. Nieuwland, Coagulation
activation and microparticle-associated coagulant activity in cancer patients, An
exploratory prospective study, Thromb. Haemost. 108 (2012) 160–165
(doi:10.1160/TH12-02-0099).

[34] M.T. Sartori, A. Della Puppa, A. Ballin, E. Campello, C.M. Radu, G. Saggiorato,
D. d’Avella, R. Scienza, G. Cella, P. Simioni, Circulating microparticles of glial
origin and tissue factor bearing in high-grade glioma: a potential prothrombotic
role, Thromb. Haemost. 110 (2013) 378–385, https://doi.org/10.1160/TH12-12-
0957.

[35] N.S. Key, N. Mackman, Tissue factor and its measurement in whole blood, plasma,
and microparticles, Semin. Thromb. Hemost. 36 (2010) 865–875, https://doi.org/
10.1055/s-0030-1267040.

[36] R. Lacroix, S. Robert, P. Poncelet, R.S. Kasthuri, N.S. Key, F. Dignat-George, ISTH
SSC Workshop, Standardization of platelet-derived microparticle enumeration by
flow cytometry with calibrated beads: results of the International Society on
Thrombosis and Haemostasis SSC Collaborative workshop, J. Thromb. Haemost. 8
(2010) 2571–2574, https://doi.org/10.1111/j.1538-7836.2010.04047.x.

[37] A. Cvjetkovic, J. Lötvall, C. Lässer, The influence of rotor type and centrifugation
time on the yield and purity of extracellular vesicles, J. Extracell. Vesicles. 3 (2014)
23111, , https://doi.org/10.3402/jev.v3.23111.

[38] R. Linares, S. Tan, C. Gounou, N. Arraud, A.R. Brisson, High-speed centrifugation

L. Vallier, et al. Thrombosis Research 182 (2019) 64–74

63

http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0005
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0005
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0010
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0010
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0010
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0010
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0010
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0010
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0010
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0015
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0015
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0015
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0015
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0020
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0020
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0020
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0020
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0025
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0025
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0025
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0025
https://doi.org/10.1016/j.thromres.2016.01.011
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0035
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0035
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0035
https://doi.org/10.1084/jem.20082297
https://doi.org/10.1182/blood-2012-01-402156
https://doi.org/10.1182/blood-2012-01-402156
https://doi.org/10.1111/jth.13002
https://doi.org/10.1111/jth.13181
https://doi.org/10.1182/blood-2017-03-743211
https://doi.org/10.1182/blood-2017-03-743211
https://doi.org/10.1111/j.1538-7836.2007.02369.x
https://doi.org/10.1111/j.1538-7836.2007.02369.x
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-09-0371
https://doi.org/10.1016/j.thromres.2013.06.026
https://doi.org/10.1016/j.thromres.2013.06.026
https://doi.org/10.1038/bjc.2016.170
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0085
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0085
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0085
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0085
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0085
https://doi.org/10.1038/s41598-018-19889-8
https://doi.org/10.1161/CIRCRESAHA.117.309417
https://doi.org/10.1161/CIRCRESAHA.117.309417
https://doi.org/10.1016/j.transci.2015.10.008
https://doi.org/10.1016/j.transci.2015.10.008
https://doi.org/10.1111/j.1538-7836.2008.03156.x
https://doi.org/10.1111/j.1538-7836.2009.03504.x
https://doi.org/10.1111/j.1538-7836.2012.04754.x
https://doi.org/10.1111/jth.12718
https://doi.org/10.1002/rth2.12165
https://doi.org/10.1002/rth2.12165
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0130
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0130
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0130
https://doi.org/10.3324/haematol.2012.066167
https://doi.org/10.3324/haematol.2012.066167
https://doi.org/10.1161/ATVBAHA.111.244616
https://doi.org/10.1161/ATVBAHA.111.244616
https://doi.org/10.1080/20013078.2018.1494482
https://doi.org/10.1080/20013078.2018.1494482
https://doi.org/10.1016/j.thromres.2011.06.004
https://doi.org/10.1111/bjh.13609
https://doi.org/10.1097/MBC.0b013e328351ebbf
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0165
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0165
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0165
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0165
http://refhub.elsevier.com/S0049-3848(19)30294-4/rf0165
https://doi.org/10.1160/TH12-12-0957
https://doi.org/10.1160/TH12-12-0957
https://doi.org/10.1055/s-0030-1267040
https://doi.org/10.1055/s-0030-1267040
https://doi.org/10.1111/j.1538-7836.2010.04047.x
https://doi.org/10.3402/jev.v3.23111


induces aggregation of extracellular vesicles, J. Extracell. Vesicles. 4 (2015) 29509,
, https://doi.org/10.3402/jev.v4.29509.

[39] T. Nielsen, A.F. Kristensen, S. Pedersen, G. Christiansen, S.R. Kristensen,
Investigation of procoagulant activity in extracellular vesicles isolated by differ-
ential ultracentrifugation, J. Extracell. Vesicles. 7 (2018) 1454777, , https://doi.
org/10.1080/20013078.2018.1454777.

[40] Y. Fu, J. Zhou, H. Li, F. Cao, Y. Su, S. Fan, Y. Li, S. Wang, L. Li, G.E. Gilbert, J. Shi,
Daunorubicin induces procoagulant activity of cultured endothelial cells through
phosphatidylserine exposure and microparticles release, Thromb. Haemost. 104
(2010) 1235–1241, https://doi.org/10.1160/TH10-02-0102.

[41] H. Kothari, R.C. Nayak, L.V.M. Rao, U.R. Pendurthi, Cystine 186-cystine 209

disulfide bond is not essential for the procoagulant activity of tissue factor or for its
de-encryption, Blood. 115 (2010) 4273–4283, https://doi.org/10.1182/blood-
2009-09-241356.

[42] J. Zhou, J. Shi, J. Hou, F. Cao, Y. Zhang, J.T. Rasmussen, C.W. Heegaard,
G.E. Gilbert, Phosphatidylserine exposure and procoagulant activity in acute pro-
myelocytic leukemia, J. Thromb. Haemost. 8 (2010) 773–782, https://doi.org/10.
1111/j.1538-7836.2010.03763.x.

[43] L. Kidd, N. Mackman, Prothrombotic mechanisms and anticoagulant therapy in
dogs with immune-mediated hemolytic anemia, J. Vet. Emerg. Crit. Care San
Antonio Tex 2001 (23) (2013) 3–13, https://doi.org/10.1111/j.1476-4431.2012.
00824.x.

L. Vallier, et al. Thrombosis Research 182 (2019) 64–74

64

https://doi.org/10.3402/jev.v4.29509
https://doi.org/10.1080/20013078.2018.1454777
https://doi.org/10.1080/20013078.2018.1454777
https://doi.org/10.1160/TH10-02-0102
https://doi.org/10.1182/blood-2009-09-241356
https://doi.org/10.1182/blood-2009-09-241356
https://doi.org/10.1111/j.1538-7836.2010.03763.x
https://doi.org/10.1111/j.1538-7836.2010.03763.x
https://doi.org/10.1111/j.1476-4431.2012.00824.x
https://doi.org/10.1111/j.1476-4431.2012.00824.x


65 

IV-DISCUSSION 
Les MV sont de petits éléments plasmatiques pouvant être modulés dans la plupart des 

situations pathologiques. Du fait de leur production par un panel très large de cellules, elles sont 

reconnues aujourd’hui comme un élément d’intérêt important dans de nombreux domaines de la 

biologie. Leur surface antigénique ainsi que leur contenu composé de molécules cytosoliques et 

d’acides nucléiques les identifient comme des structures uniques caractérisables et dotées d’activités 

fonctionnelles et leur confèrent un réel potentiel de biomarqueur en pathologie humaine. 

Les MV ont été décrites initialement comme des surfaces phospholipidiques permettant 

l’assemblage des facteurs de la coagulation du fait de l’expression de PL négatifs à leur surface tels 

que la PS et la PE, mais aussi du FT, principal activateur de la coagulation. Les MV issues de 

cellules cancéreuses représentent une sous-population de MV procoagulantes. Des lignées de cellules 

tumorales humaines d'origines différentes expriment des niveaux variables de FT et libèrent des MV 

cancéreuses avec divers potentiels procoagulants 175,238. Selon la lignée cellulaire, les mécanismes 

impliquent des voies indépendantes du FT qui favorisent l'activation et l'agrégation plaquettaires 

et/ou la génération de thrombine dépendante du FT 239. La preuve du rôle des MV dans la formation 

de thrombus in vivo est corroborée par différentes études utilisant des modèles murins de thrombose 

formés de manière endogène ou exogène, ou injectés de manière exogène. Les travaux pionniers 

réalisés par le groupe Furies en 2003 ont montré que les MV monocytaires s’accumulaient 

rapidement sur le site de la lésion dans un modèle de lésion au laser des artérioles crémaster 151,240. 

Ce résultat a été reproduit dans divers modèles de thrombose artérielle et veineuse avec différentes 

sources de MV 76,150,153,171,241. Les patients cancéreux ont un risque accru de thrombose, en 

particulier de TEV, qui diffère selon le type de cancer 175,242. Bien que le cancer soit connu comme 

étant un état d'hypercoagulabilité, la pathogenèse n'est pas totalement élucidée. Les MV porteuses de 

FT ont été évaluées comme facteur de risque de TEV liée au cancer dans plusieurs études. Jusqu'à 

présent, plusieurs hypothèses expliquent pourquoi les MV ne sont pas systématiquement associées à 

la CAT. Parmi eux, la diversité des mécanismes associant les MV et la CAT, le rôle complexe des 

MV dans l'hémostase intégrant leur activité anticoagulante et fibrinolytique ainsi que la sensibilité 

limitée, la reproductibilité, et la normalisation des méthodologies actuelles permettant de mesurer les 

MV.  

Dans ce contexte, mon travail de thèse a été d’optimiser un test permettant de mesurer 

l’activité procoagulante des MV de façon sensible et spécifique. 
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Plusieurs méthodes ont été décrites pour mesurer les MV-FT dans des échantillons cliniques 

en utilisant des dosages antigéniques ou la capture par des anticorps 154,237. Cependant, toutes ces 

méthodes ont montré des limites en matière de spécificité, de sensibilité et de reproductibilité. Les 

tests antigéniques permettent de détecter à la fois le FT crypté (inactif) et décrypté (actif), mais la 

mesure du FT par cytométrie en flux reste très difficile en raison des faibles niveaux de FT et des 

préoccupations relatives à certains anticorps anti-FT 243. Un test fonctionnel est disponible dans le 

commerce (Zymuphen-MPTF, Hyphen Biomed). Brièvement, les MV sont capturées en utilisant un 

anticorps anti-FT qui n'interfère pas avec l'activité du FT. Malheureusement, aucun anticorps 

inhibiteur anti-FT n'est incorporé lors de la mesure du FXa généré. Il a été constaté que cette analyse 

avait une spécificité et une sensibilité réduites par rapport à une analyse fonctionnelle isolant les MV 

par centrifugation 237. Nous avons démontré que ce nouveau test était capable de mesurer l'activité de 

MV-FT avec une spécificité élevée. Pour cela, une modification importante a été apportée en 

introduisant un nouvel anticorps anti-FT avec un potentiel inhibiteur élevé (SBTF-1). L'utilisation de 

MV issue d’une lignée knock-out (KO) pour le FT était essentielle pour confirmer que SBTF-1 

conférait une haute spécificité au nouvel essai. En effet, lorsque les MV générées à partir de la lignée 

cellulaire HAP1 KO FT a été comparé aux MV issues des cellules parentales, aucune activité 

spécifique du FT n'a été générée à partir de KOFT-MV, ce qui indique que SBTF-1 confère une 

haute spécificité au nouvel essai. En comparaison avec l'anticorps anti-FT le plus utilisé dans la 

littérature, HTF-1 205,234,244, le SBTF-1 présentait un effet inhibiteur accru, comme en témoigne son 

inhibition plus élevée de la génération de FXa observée à différents temps d’incubation et à 

concentrations différentes. La purification des MV par centrifugation n’interfère pas avec 

l’utilisation de cet anticorps, la question peut se poser dans un test qui fonctionnerait sur le même 

principe que le Zymuphen où les MV seraient capturées par des billes magnétiques. Les éléments 

non-FT susceptibles de modifier l'activité du FT dans le sang sont largement décrits dans des études 

antérieures, tels que les PL particulièrement ceux chargés négativement 245,246. En effet, nous avons 

montré que l'activité du FT peut être influencée par les MV érythrocytaires, probablement en 

augmentant le taux d'échange entre le FXa et le FX du complexe enzymatique FT-FVIIa-FX(a). Il a 

été montré que l'hémolyse augmentait la génération de FXa non spécifique dans les échantillons de 

plasma provenant de patient avec anémie hémolytique à médiation immunitaire 247. Cela souligne 

l'importance du traitement préanalytique des échantillons sur la spécificité de mesure.  

Après s’être assurées d’une spécificité optimale, les performances en matière de sensibilité 

ont été évaluées en montrant 1 / une limite de détection plus basse, 2 / l’existence d’un niveau basal 

d’activité de MV-FT dans le plasma sanguin de donneurs sains et 3 / une augmentation significative 

de l’activité des MV du sang stimulé par le LPS. L’activité FT mesurée dans le plasma de sujet est 



67 

un résultat controversé dans la littérature. Dans une étude publiée en 2005, Butenas et coll. 248 ont 

démontré que l’ajout de 16 à 20 fM de FT dans le sang réduisait le temps de coagulation. Ils ont 

conclu de leurs expériences qu’aucun FT fonctionnel n’était présent dans le sang d’individus en 

bonne santé. Ces tests réalisés dans le sang total ne sont que très peu comparables aux résultats 

obtenus dans notre test. En effet, l’activité MV-FT mesurée ici est obtenue après prélèvement 

sanguin utilisant un anticoagulant bloquant le calcium et pouvant de ce fait diminuer la fixation du 

TFPI. Le TFPI ainsi que d’autres composés solubles ou des petites vésicules sont éliminés après 

centrifugation. Tout ceci peut contribuer à révéler une activité MV-FT sur les MV plasmatique. De 

plus, des expériences complémentaires réalisées au laboratoire ont montré que l'addition de 

l'anticorps inhibiteur SBTF-1 augmentait considérablement le temps de coagulation d'un plasma 

recalcifié. Ce test de coagulation a permis de révéler l’impact du FT dans le plasma de 13 individus 

sains, ce qui indique que du FT fonctionnel est présent dans le plasma d’une majorité d’individus 

sains. Ce résultat est cohérent avec le résultat trouvé avec le test de FXa optimisé et montre une 

probable importance de la préparation des échantillons et notamment du blocage du calcium. De 

plus, la mesure d’une augmentation de l’activité après traitement du sang au LPS montre la mesure 

d’un élément inductible et pas d’un artefact obtenu lors des étapes de préanalytique. 

Enfin, nous avons démontré que le test d’activité MV-FT présentait une sensibilité plus 

élevée que le test de génération Xa en point final par rapport au test de Chapel Hill. Une activité 

significativement plus importante du FT a toujours été mesurée par le test optimisé de génération de 

FXa 1 / en utilisant du plasma, de témoins sains, non traité et activé par LPS 2 / en utilisant un 

plasma enrichi à diverses concentrations connues de MV de la lignée cellulaire de cancer du 

pancréas BxPC3. Une meilleure corrélation entre les tests a été observée pour les échantillons 

présentant une activité MV-FT plus élevée par rapport à ceux ayant une faible activité MV-FT. Ces 

étapes valident le processus d’optimisation que nous avons suivi, permettant de détecter des valeurs 

indétectables en utilisant une autre méthode que celle utilisée dans la littérature. 

Ce test sensible va pouvoir être comparé avec tous les autres tests utilisés actuellement pour mesurer 

le FT sur les MV dans le cadre d’un atelier visant à comparer leur sensibilité et spécificité. Cet atelier 

est organisé dans le cadre du sous-comité de standardisation en biologie vasculaire de l’ISTH. 

La première étape de ce programme consistera à l’organisation d’un nouveau workshop 

international visant à comparer la sensibilité et la spécificité des tests actuels de mesures des MV 

procoagulantes portant le FT dans les échantillons plasmatiques (Workshop MV n°5). Le principe de 

cet atelier a été validé par le sous-comité à l’ISTH de Dublin (2018). Une première étape consistera à 

l’inscription des laboratoires participants en remplissant un questionnaire détaillé sur les 

méthodologies utilisées et à préparer les échantillons tests (2019) et la deuxième étape consistera à 
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envoyer les échantillons à tester pour qu’ils soient dosés dans les différents laboratoires participants. 

Les résultats seront recueillis et analysés par notre laboratoire (2020). Les résultats des performances 

analytiques des tests seront exprimés selon la stratégie de score établie par Tripodi 249,250. Ce 

workshop est organisé en étroite collaboration avec des experts internationaux du domaine :               

Rienk Nieuwland (Amsterdam University), Nigel Mackman (University of North Carolina), 

Johannes Thaler (Vienna University) et Elaine Gray (National Institute for Biological Standards and 

Control, London) qui fournira l’unique standard FT stable au monde. À ce jour, 19 équipes se sont 

inscrites représentant une quarantaine de méthodes. 

En définitive, nous avons démontré que ce nouveau test était capable de mesurer l'activité de 

MV-FT avec une spécificité élevée et une sensibilité améliorée. Cependant, le test est toujours limité 

par une variabilité intertest, principalement due à l'étape de centrifugation. Le test d'activité des MV-

FT développé dans notre travail combine un dosage enzymatique de FXa généré, avec une 

purification plasmatique initiale de MV par centrifugation. Une première étape consistait à améliorer 

certains paramètres influençant l'étape préanalytique, l'un des problèmes les plus importants, comme 

il a été discuté en détail dans les études précédentes 235,251. La centrifugation à grande vitesse est 

fréquemment utilisée pour concentrer les MV, car elle peut être facilement effectuée. Cependant, 

notre étude a montré que la centrifugation introduit une variabilité intertest, comme le montre le CV 

de la mesure obtenue autour de 20%. Nous avons trouvé beaucoup moins de variabilité lors de la 

mesure sur des MV préalablement purifiées. Conformément aux études précédentes montrant que la 

récupération du culot dépend du type de rotor, de la vitesse de centrifugation (force g) et de la durée 

de centrifugation 252, nous avons montré que l'activité du FT est significativement affectée par 1/ le 

type de rotor 2/ la vitesse de centrifugation et 3/ temps de centrifugation. Selon nos résultats, la 

centrifugation du PFP à 24 000 g pendant 60 min à température ambiante, en utilisant le même rotor, 

a été retenue comme condition de préanalyse appropriée pour mesurer l'activité du FT. Un autre 

inconvénient de la centrifugation est de provoquer l'agrégation de MV ou leur contamination par des 

éléments indésirables, tels que des agrégats de protéines/lipides 221. Une version destinée à la 

recherche de ce test devrait être commercialisée en 2020 (Stago). Cependant, l'extraction de MV du 

plasma est encore effectuée manuellement par centrifugation à grande vitesse, ce qui limite la 

reproductibilité du test et n'est pas compatible avec son automatisation. Par conséquent, notre 

objectif est de développer une nouvelle version de ce test procoagulant consistant à réaliser un 

bioassay, combinant un test procoagulant et une stratégie de purification des MV à partir de PFP par 

séparation immunomagnétique (IMS) en alternative de la centrifugation. Nous avons déjà utilisé 

l’IMS pour développer un test mesurant l’activité de génération de plasmine des MV, qui est un bio-
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essai de capture hybride combinant IMS pour purifier les MV du plasma et mesurer leur capacité de 

production de plasmine 232. 
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V-CONCLUSION/PERSPECTIVES 

Mes travaux se sont intéressés à l’optimisation d’un test d’activité procoagulante dépendante 

du FT des MV. Dans notre laboratoire, la mesure de cette activité est aujourd’hui associée à la 

mesure de l’activité fibrinolytique. La présence simultanée de ces 2 activités sur les MV permet 

d’introduire la notion de balance coagulolytique (BCL) des MV. La mesure de cette balance pourrait 

s’avérer être un biomarqueur plus performant que la mesure isolée de ces 2 activités dans les 

contextes cliniques tels que le choc septique. Pour cela, la BCL sera exprimée sous la forme d’un 

ratio entre l’activité procoagulante dépendante du FT portée par les MV et leur activité de génération 

de plasmine. Dans un premier temps, un PHRC (PHRC MISS) a été déposé et l’objectif a été 

d’étudier l’intérêt de la mesure de la balance coagulolytique dépendante des MV circulantes dans le 

pronostic de mortalité mesurée dans une population de sujets présentant un choc septique. Dans un 

second temps, le projet MicroREVE a pour objectif de déterminer la valeur prédictive de la BCL des 

MV dans la récurrence des évènements thrombo-emboliques. Enfin, ce travail s’intègre également 

dans le projet RHU INNOVCKD impliquant le développement de méthodes automatisées pour 

mesurer la BCL des MV par IMS. En effet, en utilisant la stratégie IMS pour nos tests fonctionnels, 

nous avons démontré un gain significatif de la sensibilité et de la reproductibilité par rapport à la 

méthode de centrifugation à haute vitesse. L'extraction de MV par IMS est une étape importante vers 

l'automatisation et sur la base de cet essai, le prototype d’une version automatisée d’essais sur les 

MV est en cours de développement par la société Biocytex. Dans le cadre du programme du RHU 

INNOV-CKD, afin d'adapter ces tests à la sous-population MVE, nous avons prévu d’effectuer un 

vaste screening d’anticorps sur les MV afin d'identifier les meilleures spécificités pour la détection 

de MVE, en utilisant des cellules endothéliales primaires de lits micro et macro vasculaires distincts 

(poumon, aorte, reins, artère coronaire). Mon projet professionnel post doctorat s’intègre dans le 

cadre de ce RHU en tant que futur employé de la société partenaire STAGO. Ma mission sera de 

participer à l’automatisation du test fonctionnel / hybride (procoagulant et profibrinolytique) dérivé 

de MV spécifiques de l’endothélium. Les performances de ce test seront évaluées dans la cadre de la 

prédiction du risque de saignement et de thrombose dû à la dysfonction endothéliale chez des 

patients présentant un syndrome coronarien aigu associé à une insuffisance rénale. 
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Annexe :  

Microvesicles and Cancer Associated Thrombosis. 

Lacroix R, Vallier L, Bonifay A, Simoncini S, Mege D, Aubert M, Panicot-Dubois 

L, Dubois C, Dignat-George F. Semin Thromb Hemost. 2019 Sep;45(6):593-603. 
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Extracellular vesicles (EVs) constitute a heterogeneous popu-
lation of small membrane enclosed structures released into
the extracellular space by virtually all cell types. They can be
divided in subpopulations based on specific characteristics
like, biogenesis, size, content and biological function. EVs have
been divided into three main categories according to their
biogenesis. Exosomes are generated by fusion of the multi-
vesicular bodies with the membrane. Ectosomes originate
from the budding of cell membranes and are more often
referred to as microparticles or microvesicles (MVs), whereas
apoptotic bodies result from the late stages of apoptosis.1,2 In
this review, we will refer mainly to MVs, small membrane
vesicles with a size between 100 and 1,000 nm released from

activated or apoptotic cells.3 Once released by the cells, MVs
circulate in a variety of body fluids and vectorize information
tomultiple target cells in thebody.3MVsare extremely diverse
depending on the inducer triggering their biogenesis and their
parent cell. Theyare considered both asmolecular signature of
the cells from which they originate and as a depository of
important biological information that can be exchanged with
neighboring cells.4 Diversity of MVs origin is responsible for a
diversity of structures and composition in lipids, proteins and
nucleic acid such as mRNA andmiRNA resulting in a diversity
of functions. Because of the panel of selected molecules they
bear, MVs have been involved in different pathophysiological
processes such as coagulation, inflammation, angiogenesis or
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Abstract Microvesicles (MVs) are small membrane enclosed structures released into the
extracellular space by virtually all cell types. Their composition varies according to
the cell origin and the stimulus which caused their formation. They harbor functional
molecules and participate in intercellular communication. Endothelium, inflammatory
cells, and cancer cells produce procoagulant MVs which contribute to cancer-associat-
ed thrombosis (CAT) in animal models. The tissue factor (TF) conveyed by these MVs
was shown to play a key role in different animal models of experimental CAT.
Alternatively, other molecular mechanisms involving polyphosphates or phosphatidyl-
ethanolamine could also be involved. In clinical practice, an association between an
increase in the number of TF-positive or the procoagulant activity of these MVs and the
occurrence of CAT has indeed been demonstrated in pancreatic-biliary cancers,
suggesting that they could behave as a biomarker predictive for CAT. However, to
date, this association was not confirmed in other types of cancer. Potential causes
explaining this limited associated between MVs and CAT are (1) the diversity of
mechanisms associating MVs and different types of cancer; (2) a more complex role of
MVs in hemostasis integrating their anticoagulant and fibrinolytic activity; and (3) the
lack of sensitivity, reproducibility, and standardization of current methodologies
permitting measurement of MVs. Each of these hypotheses constitutes an interesting
exploration path for a future reassessment of the clinical interest of the MVs in CAT.
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endothelial dysfunction.5,6 This coagulo-inflammatory profile
has logically led over the past decades to the question about
their involvement in thrombosis. To address the question of
the role of MVs in cancer associated thrombosis (CAT), MVs
have to be integrated in their complex vascular environment
with all partners contributing to thrombus formation includ-
ing innate immune cells, such as polymorphonuclear cells
(PMNs) and monocytes, endothelial cells, platelets, and also
tumor cells. Additional partners resulting from cellular activa-
tion also include neutrophil extracellular traps (NETs) and
polyphosphates (PolyPs).7 Moreover, MVs, originating from
normal and tumoral cells, contribute to CAT explaining that
both common and cancer specific mechanisms are involved.
After a rapid overview ofMVs involvement in coagulation and
CAT and their association with the development of clinical
thrombosis, we will address the current causes potentially
explaining whyMVs were not always found associated to CAT
including: (1) the diversity of CAT mechanisms; (2) the more
complex role of MVs in hemostasis integrating their anticoag-
ulant and fibrinolytic activity; and (3) the lack of sensitivity,
reproducibility, and standardization of currentmethodologies
allowing to measure MVs in clinical situations.

Microvesicle Involvement in Coagulation
and CAT

Microvesicles are procoagulant because they provide a cata-
lytic surface for the assembly of different clotting factor
complexes. Their procoagulant properties mainly rely on
the exposure of anionic phospholipids, especially the phos-
phatidylserine (PS) on the external leaflet of the membrane
after a calcium-dependent cellular activation.6 PS allows the
binding of coagulation factors at the MVs surface by their
carboxylglutamic acid-rich (GLA)-domains. A critical trans-
porter with scramblase activity responsible for the PS expo-
sure was identified as an anoctamin, the calcium-dependent
channel transmembrane member 16F (TMEM16F).8 Accord-
ingly, mutated form of TMEM16F lead to a defective PS
membrane exposure and MVs shedding which is associated
with a bleeding disorder in rare Scott’s syndrome patients.9

Besides PS, the presence of the coagulation initiator tissue
factor (TF) on subsets of MVs also significantly contributes to
their procoagulant activity. TF was initially identified onMVs,
after the observation that tumor cells release procoagulant
vesicles.10,11 PS andTFare not independent each other, indeed
TF needs anionic phospholipids to be fully activated. It is the
concentrationof the same restricted surface of bothmolecules
which lead to highly procoagulant MVs. Incorporation of TF in
PS þ MVs is tightly regulated.12–16

Once release in the circulation, TF positiveMVs (TF þ MVs)
participate in a transfer of information between cells at the
crossroad between inflammation and thrombosis. Indeed, it
was demonstrated that MVs released by activated endothelial
cells induceTF-dependentpathwaysonmonocytes,17whereas
activation of monocytes generate TF þ MVs which induce a
switch of the endothelium phenotype towards a proinflam-
matory profile. This profile is associated with the release of
inflammatory cytokines, TF expression, and release of new

TF þ MVs which can in turn transferred TF to platelets or
activatemonocytes and increase their TF expression.18 Conse-
quently, TF expression on cells or MVs which initially do not
express TF, is enabled by different mechanisms of membrane
fusion19 or endocytosis recycling.20

Theprocoagulantpotential ofMVsdependson their cellular
origin and the stimuliwhich triggered their formation. Platelet
MVs (PMVs), the main subset of MVs, present in the blood
circulation21,22 are natively lacking TF-dependent procoagu-
lant activity.23 When observed, the TF activity on PMVs may
result from the fusion of endothelial or monocyte-derived
TF þ MVs with activated platelets as described above. More-
over, thePS-richenvironmentgeneratedbyPMVsmayamplify
the TF þ MVs activity from MVs from another source. It was
also showed that PMVs represent an appropriate surface to
activate the contact phase pathway.24 Similarly, erythrocyte-
derived MVs (EryMVs) trigger the coagulation independently
of TF but in a contact phase-dependent manner.25

Among leucocytes, monocyte-derivedMVs (MoMVs) rep-
resent a major component of the TF þ MVs circulating
pool.26 As recently reviewed by Halim et al,27 TF on MoMVs
can be upregulated by several factors including LPS (lipo-
polysaccharide) and proinflammatory cytokines, such as
tumor necrosis factor (TNF)α and interleukin (IL)-1β. Inter-
estingly, it was recently shown that the different human
monocyte subsets generated MVs with different procoagu-
lant potential after stimulation by IL-33.28 In contrast to
MoMVs, granulocyte-derived MVs (Gran-MVs) generated
only a low level of TF activity, if any, while this property
may be observed in pathological situations,29 although
MoMVs transfer to granulocytes cannot be excluded.30

Endothelial-derived MVs (EMVs) harbor PS and TF-de-
pendent procoagulant activity in response to a variety of
stimuli including cytokines, complement, and LPS and,
therefore, contribute to the circulating pool of TF þ MVs in
clinical situation where the endothelium is activated.5

Cancer MVs represent another set of procoagulant MVs.
Cultured human tumor cell lines of different origins express
variable levels of TF and release cancer MVs with various
procoagulant potentials in their supernatant.31,32 As illus-
trated for breast cancer, according to the cell line, mecha-
nisms involve TF-independent pathways which promote
platelet activation and aggregation and/or TF-dependent
thrombin generation.33

Evidence of MVs involvement in thrombus formation in
vivo is supported by different studies using endogeneously
formedor exogeneously injectedMVs andmicemousemodels
of thrombosis. The pioneering work by Furies’s group in 2003
showed thatMoMVs rapidly accumulate at the site of injury in
a laser injury model of small cremaster muscle arteries.34,35

This result was reproduced invariousmurinemodel of arterial
and venous thrombosis with different sources of MVs.36–40

Microvesicles Association with the
Development of Clinical Thrombosis

Cancerpatientshavean increased riskof thrombosis, especially
venous thromboembolism (VTE), which differs according to
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the type of cancer.31,41 Although cancer is known as a hyper-
coagulable state, the pathogenesis is not totally elucidated. TF
bearingMVshasbeenassessedasa risk factor forcancer related
VTE in several studies. The five main retrospective
studies31,42–45 that analyzed the link between TF þ MVs and
VTE demonstrated increased levels of circulating TF þ MVs
(measured by flow cytometry and functional assays) in cancer
patients with VTE comparedwith cancer patient without VTE,
with the highest values found in patients with pancreatic
cancer.

The main prospective studies are listed in ►Table 1. The
first one supporting the hypothesis that high levels of TF þ
MVs activity predicts VTE in pancreatic cancer was
performed by Khorana et al.46 Since this initial work, several
other prospective studies, measured TF þ MVs to evaluate
the relationship between TF þ MVs and future development
of VTE. A positive association was found in studies using
reported methodologies43,47–49 including the most recent
studies,50–52 whereas it was not found in other large
studies.53–55 A recent meta-analysis on the relationship
between TF þ MVs and cancer patients with VTE concluded
that the increased presence of TF þ MVs represents an
increased risk for cancer patients VTE with an overall odds
ratio (OR) of 1.76.56 However, due to the heterogeneity of
study design, methods to measure TF þ MVs, cancer origins,
and causes of death, more well-designed studies and more
comprehensive adjustments for confounders are needed to
confirm this association. Indeed, it is most likely that the

results of the aforementioned studies are primarily driven by
pancreaticobiliary cancer.

From these clinical studies, it seems that MVs have a real
potential to predict CAT. However, most of these studies have
limitations includinga lownumberofpatients, and thefact that
few of them rely on multicenter prospective designs. More
importantly these studies display a broad methodological
heterogeneityand lackof standardization.Wewill nowaddress
the potential causes explaining that MVs are not always
associated to CAT including: (1) the diversity of CAT mecha-
nisms; (2) the more complex role of MVs in hemostasis
integrating their anticoagulant and fibrinolytic activity; and
(3) the lack of sensitivity, reproducibility, and standardization
of current methodologies allowing to measure MVs in clinical
situations.

Microvesicles and the Diversity of Cancer
Associated Thrombosis Mechanisms

Over the past years, a special attention has been given to CAT
and theunderlyingmechanisms linkingMVs and the thrombus
formation(►Fig. 1). Severalmousemodelsofcancer-associated
thrombosis have been used with different mouse strains,
tumors, tumor sites, and thrombosis models.40 As a result, it
seems that the importance of MVs and the mechanisms
involved may vary according to the cancer origin.57 Conse-
quently, the relevance ofmeasuringMVs as a biomarker of CAT
maysimilarly varyaccording to the cancer origin.Moreover, the

Table 1 Role of MVs as prognostic biomarkers of VTE in cancer patients

Patients Total/With VTE Follow-up MV phenotype Method Reference (author, year)

Locally advanced
or metastatic
pancreatic cancer

11/02 Every 4 weeks
for 20 weeks

TF þ Functional assay Khorana et al, 200846

Solid cancer 60/5 1 y TF þ Impedance FCM Zwicker et al, 200943

Solid and
hematological
cancer

728/53 2 y PS þ Functional assay Thaler et al, 201153

Solid and
hematological
cancer

299 (48 pancreatic)/
49 (12 pancreatic)

2 y TF þ Functional assay
(chromogenic end
point and kinetic)

Thaler et al, 201254

Solid cancer 43/5 6 mo Annexin V þ FCM Van Doormaal et al, 201247

Pancreatic Cancer 252/40 10 mo TF þ FCM Hernández et al, 201355

Solid cancer 43/5 6 mo TF þ Functional assay Van Doormaal et al 201247

Glioblastoma
multiforme

61/11 7 mo TF þ FCM Sartori et al, 201348

Pancreatobilary
cancer

117/52 Not specified TF þ Functional assay Bharthuar et al, 201349

Pancreatic cancer 65/11 6 mo–1 y TF þ Functional assay Woei-A-Jin et al, 201650

Solid cancer 608 (90 pancreatic)/
40 (10 pancreatic)

180 d TF þ Functional assay
(fibrin generation
and FXa generation

Van Es et al, 201851

Pancreatic cancer 41/9 1 y TF þ Functional assay Faille et al, 201852

Abbreviations: FCM, flow-cytometry; FXa: activated factor X; MV, microvesicle; PS, phosphatidylserine; TF, tissue factor; VTE, venous
thromboembolism.
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exact nature of what should be measured on these MVs may
also not be restricted to TF.

Pancreaticcancerwas themost studied,dueto itshighrateof
CAT.58 The role of pancreatic cancer-derivedMVs in thrombosis
has been first studied with the model of Panc02 pancreatic
tumor cell lines. Using the ferric chloride mesentery vessel
model and an ectopic pancreatic cancer mice model, a first
study demonstrated that MVs released by Panc02 cell are
detectable in mice peripheral circulation and accumulated in
developing thrombus. Thrombus formation was reduced by
inhibition of P-selectin suggesting a P-selectin/PSGL-1 interac-
tionmaybeinvolved.59 In thismodel, thrombusgrowth induced
by both exogeneously infused tumor-MVs and endogenous
MVs, was prevented by inhibition of platelet activation by
clopidrogrel and by blocking αvβ1/β3 integrins, suggesting
that tumor-MVs bind to the thrombus on activated platelets
in an integrin-dependent manner.60 Injection of the Panc02

derived MVs in the inferior vena cava (IVC) stenosis models
significantly increased thenumberofmice developing a throm-
bus but also the thrombus size.61 Interestingly, whenMVswith
low TF were injected, significantly less mice developed a
thrombus, showing that TF from tumoral MVs is essential to
their thrombus promoting activity. It was also recently shown
that infusion of tumor-MVs resulted in the activation of plate-
letsboth invitroand invivoas suggestedby theaccumulationof
platelets in the lung.62 Thus TF þ MVs enhance VTE both by
increasing fibrin formation but also by activating platelets. The
direct demonstration of the role of TF on MVs originating from
the tumor cell itself has recently been confirmed in a recent
study performed with human pancreatic BxPc-3 grown ortho-
topically in nude mice (►Fig. 1A). In the IVC stenosis model,
inhibition of human TF reduced the clot size in tumor-bearing
mice but did not affect clot size in control mice. These results
demonstrate that TF þ MVs released from pancreatic tumors

Fig. 1 (A) Diversity of mechanisms involving MVs in cancer associated thrombosis. MoMVs and MVs originating from the tumor cell itself rapidly
accumulate at the site injury, increase fibrin formation and activating platelets. (B) Prostatic tumor cells-MV (Tpr MVs) also exhibit
polyphosphates that may activate the contact pathway. (C) Pancreatic tumor cells-MVs (Tpa MVs) support robust generation of Xa provided by
phosphatidylethanolamine externalization. (D) Brain tumor cells-MV (Tb MVs) may release Podoplanin (PDPN)-MVs that activate circulating
platelets. (E) High levels of TF which accumulate in ECs and is recycled to the ECs surfaces. EC, endothelial cells; FXa: activated factor X; MoMV,
monocyte-derived microvesicles; PolyP, polyphosphates; PS, phosphatidylserine; TF, tissue factor; t-PA, tissue-type plasminogen activator.
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are responsible for increased clot size in tumor bearing mice.63

Interestingly, inflammation is a further putative pathway that
could provide the trigger driving the procoagulant response
with a particular relevance for the development of VTE in
pancreatic cancer. In this model, high levels of TF þ MVs are
present and increased leukocyte infiltration contributes to
promote TF pathway and proinflammatory effects. Anticoagu-
lant mechanisms are overwhelmed by the high levels of TF
which accumulate in endothelial cells (ECs).TF is then recycled
to the EV surfaces with PS, resulting in apoptosis, junctional
weakening, and subsequent endothelial denudation, resulting
in activation of the extrinsic pathway via Xa activation TF þ
MVs in the context of acute inflammation.64Beside TFpathway,
another alternative novel pathway was also recently reported,
using an IVC flow restricted model and strains of genetically
engineered mice lacking GP1b or expressing reduced levels of
TF.65 Themechanismsare independentof platelets andmyeloid
cells and involve the synergistic activation of coagulation by
pancreatic MVs and host TF. A major contribution of the
procoagulant activity of pancreatic MVs was provided by
phosphatidylethanolamine (PE) externalization which sup-
ported robust generation of Xa (►Fig. 1C). Disrupting PE
dependent activation of factor X suppressed pancreatic MVs
inducedDVTwithout causing changes inhemostasis.65 In terms
of therapy, this study confirms the observation that lowmolec-
ular weight heparins are effective for prevention and treatment
of CAT66,67 but also suggests that oral actor Xa inhibitors may
also be even more effective and tolerated.68

In other cancers, TF is not necessary the major pathway by
whichMVs can promote VTE. For example, in prostate cancer, a
recent work using mice knock-out for FXII, FXI, and kininogen

showed that these mice were protected against pulmonary
embolism by the infusion of prostate cancer-derived MVs.69

These tumor-MVs also exhibit polyphosphates which suggests
that tumorgeneratedpolyphosphate-richMVsmayactivate the
contactpathway(►Fig. 1B), favoring thethrombusformation.70

In brain cancers, platelet aggregation is a mechanism by which
brain tumors may release podoplanin (PDPN) positive MVs in
the circulation that could activate circulating platelets
(►Fig. 1D), resulting in increased VTE in patients with brain
cancer.71–73 Additionally, mammary carcinoma derived EVs
that induce the formation ofNETswhichmay represent another
mechanism linking MVs and thrombosis.74 Thus according to
the type of cancer, TF-independent mechanisms associated
with MVs can also be involved in CAT and, thus, represent a
potential cause explaining why an association between the
biomarker TF þ MVs and CATwas not always found.

A More Complex Role of Microvesicles in
Hemostasis

Beside their well-documented procoagulant activity, MVs
vectorize anticoagulant and fibrinolytic molecules which
may balance the resulting effect of MVs in the hemostasis
equilibrium (►Fig. 2).

Anticoagulant molecules have been described at the surface
ofMVsoriginatingofcellswhichmaybeactivated in thetumoral
environment, suchasplatelets, leukocytes, andendothelial cells.
Anticoagulant proteins S and C, as others vitamin K-dependent
molecules, can bind to the MVs surface on anionic PS residues
and directly inhibit the procoagulant activity of platelet
MVs.75–77 The endothelial protein C-receptor (EPCR)78 and

Fig. 2 Prothrombotic and antithrombotic molecular pattern of MVs. MVs are initially described to bear procoagulant molecules like
phospholipids such as phosphatidylserine (PS) and phosphatidylethanolamine (PE), tissue factor (TF) and polyphosphates. Anticoagulant
molecules have been more recently described at the surface of MVs like TFPI, thrombomodulin (TM) that activate protein C, its cofactor protein
S, and the receptor EPCR. The role of MVs in hemostasis was complicated by the presence of proteins of the fibrinolytic system: the tissue-type
plasminogen activator (t-PA) and urokinase (uPA) and its receptor urokinase-type plasminogen activator receptor (uPAR) and their principal
inhibitor (PAI-1). MVs can also carry directly plasminogen on its receptors such as α-enolase. EPCR, endothelial protein C-receptor; TFPI, tissue
factor pathway inhibitor.
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thrombomodulin79havebeen reportednotonlyonendothelial-
derivedMVs generated in vitro but also among circulatingMVs
in patients.80,81 Regulatorymolecules, such as TFPI (TF pathway
inhibitor), were detected on leukocytes and endothelial MVs.82

Thus, the thrombogenicity of MVs depends on a balance be-
tween the pro- and anticoagulant molecules which may vary
among various disease conditions. For instance, the TF/TFPI
balance of MVs has been evaluated in 26 patients with cancer
fromvarious origins compared to 92healthy control volunteers.
As a result, the ratio of TF/TFPI MVs was significantly increased
in the cancer patients due to a significant decrease of the
percentage of TFPI þ MVs.83 The same team also recently
showed that this balance is modified by chemotherapy drugs.
Indeed, a significant increase in thecirculatingMVsTF/TFPI ratio
was found after the first 24 hours of doxorubicin treatment.84

Consistently, tumoral MVs derived from MDA-MB-231 cells
stimulated with high-dose doxorubicin display a strong
decrease in the TFPI levels resulting in a six-fold increase in
their procoagulant activity.82 Interestingly, in these studies, the
critical variable was the level of the anticoagulant molecule on
the MVs surface. These results emphasize the importance of
taking intoaccountboththeprocoagulantandtheanticoagulant
molecules on the MVs surface to better reflect their global
effect. In practice, the presence of these anticoagulant
molecules, such as TPFI, may impact in the resulting MVs
procoagulant activity measured by functional assays. Indeed,
the inhibition of TFPI increases their sensitivity to procoagulant
MVs.85,86 However, how the balance of TF/TFPI on circulating
MVs is modified by the preanalytical and analytical protocols
remains to be clarified.

The role of MVs in hemostasis is further complicated by
the presence of fibrinolytic activity. Initially, proteolytic
molecules, such as metalloproteinases and the urokinase
(uPA)/uPA receptor, have been reported on MVs from tumor-
al cell lines in vitro87–89 and from ascites from patients with
ovarian cancers.90–92 Tissue-type plasminogen activator
(t-PA) was also identified on MVs derived from a prostate
cancer cell line.93 This tumoral MV proteolytic activity was
first associated with an increased cellular invasiveness and
metastasis.94–96 It was shown that hsp90alpha is secreted in
small EVand interacts with t-PA and its receptor annexin II in
invasive cancer cells and contributes to their invasive nature
by enhancing the conversion of plasminogen to active
plasmin.97 Finally, the complete panel of molecules allowing
MVs to efficiently generate plasmin and to vectorize a
fibrinolytic activity was found to be present at their surface.
This was first demonstrated on MVs from endothelial origin
in vitro98,99 and extended to leucocyte MVs.100 The plasmin
generation capacity involves the binding of plasminogen on a
specific receptor, such as alpha-enolase, and its activators,
such as uPA or t-PA, on receptors specific to surface of the
MVs.101 Interestingly, this MV-dependent activity was found
on circulatingMVs of patients including cancer patientswith
acute promyelocytic leukemia.100,102 The fibrinolytic poten-
tial varies according to the cellular origin and the vesicular
subsets. Comparison of the thrombotic and fibrinolytic
activity of exosomes and MVs from several tumor cell lines
showed that exosomes and/or MVs from most cell lines

(MCF7, NB4, MDA-MB-231) with the exception of the A549
cell line, displayed fibrinolytic activity toward a pure fibrin
clot, while only exosomes from MDA-MB-231 cells could
degrade a fibrin clot formed in plasma.103 Interestingly, this
fibrinolytic potential could be transferred from cell to cell
by exosomes. Indeed, the incubation of MDA-MB-231 cell-
derived exosomes with A549 cells increased plasmin gener-
ation by these cells.103

Plasmin generation is a highly regulated process
controlled by a balance between activators and inhibitors.
The plasminogen activator inhibitor (PAI-1) has been
detected on tumoral MVs surface. MVs derived from leuke-
micmast cells inhibit the process of fibrinolysis by increasing
the expression and secretion of PAI-1.104 It has been also
recently shown that the active oncogene EGFRvIII increased
the concentration of TF and PAI-1 in prostate cancer derived
MVs increasing their procoagulant activity.105

Presence of both procoagulant and profibrinolytic activity
at the surface of MVs lead us to propose that the resulting
effect on bleeding or thrombotic events will be oriented as a
function of the balance between the MV-dependent procoa-
gulant and fibrinolytic activities.106,107 This concept of the
coagulofibrinolytic balance of MVs was recently evaluated in
the context of the fibrinolytic imbalance associated with
septic shock. In a preliminary study, we showed that theMVs
fibrinolytic activity was significantly higher in septic shock
patients who survived compared to those who died and that
this MV-dependent activity was inversely correlated with
multiorgan failure scores and ischemicmarkers.108However,
to what extent the fibrinolytic side may counterbalance the
procoagulant side and play a significant role in the cancer-
associated thrombosis pathophysiology is still largely
unknown. Similarly, whether the coagulofibrinolytic balance
of MVs is a better predictor of the occurrence of thrombosis
in cancer patients rather their procoagulant activity alone,
remains to be evaluated with suitable methodologies.

Methodological Considerations

The reported limited performance of MVs as biomarker to
accurately predict the risk of thrombosis in cancer patients,
may also originate from methodological issues.

Preanalytics remains an important source of artifacts.
Recommendations have been made but they are not always
easy to apply in clinical studies.109,110 Moreover, several
functional assays require MV isolation from the body fluids
beforeperforming the test. Formanyyears, ultracentrifugation
has been used. However, the centrifugation step significantly
decreases the reproducibility of the assays and may impede
interlaboratory comparisons. Immunocapture on magnetic
beads may represent a useful alternative.108

The two main approaches which have been applied to
evaluate the potential of MVs biomarker of cancer associ-
ated thrombosis are: (1) the antigenic detection of procoa-
gulant molecules at the surface of MVs111 or (2) the
functional capacity of MVs to generate factor Xa, thrombin,
or a clot. Combined strategies have also been developed112

(►Table 2).
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Among antigenic assays, flow cytometry (FCM) was used
for the detection of procoagulant molecules such as PS with
annexin V or lactadherin and TF with specific antibodies.
Over the past few years, significant improvements have been
made regarding the sensitivity of FCM to detect single
vesicles with a diameter of < 300 nm which have further
established this methodology as the most promising tool for
routine enumeration of EV subsets.113,114 However, the lack
of sensitivity of the current flow cytometers to characterize
small MVs and to detect small amount of molecules at the
MVs surface still impede this evaluation. Moreover, most
FCM studies did not take into account the presence of
other active PLs, such as PE or the presence of physiological
inhibitors, regulating the procoagulant activity, such as TFPI.
As an interesting alternative, we measured fibrin þ (posi-
tive) MVs by FCM in pancreatic and colorectal cancers. The
hypothesis is that as fibrin is the final product of the
coagulation cascade, the level of fibrin þ MVs may directly
reflect the activation state of the blood coagulation cascade.
As a result, fibrin þ MVs were significantly increased in
patients with thrombosis.39 Other antigenic methods have
been recently proposed, such as the detection of TF þ MVs
by scanning confocal microscopy.115

Regarding functional tests, a first group of methods
focuses on the PS-dependent procoagulant activity of MV:

1. PS contribution can be evaluated measuring a PL-depen-
dent coagulation time after dilution in a PL-depleted
plasma and activation with factor Xa (FXa) and calcium.
Thus, the only PLs present in the reaction mixture are
provided by the patient sample. This test, initially de-
scribed by Exner et al,116 is commercially available (XaCT

test, Haematex; STA-Procoag-PPL, Stago) and can be fully
automated on routine hemostasis instruments.

2. Other assays combine solid-phase capture of MVs on
annexin Vand thrombin generation (Zymuphen-MPELISA
kit, Hyphen Biomed).117 The generation of thrombin after
adding prothrombin, FXa, FVa, and calcium, is measured
via cleavage of a chromogenic thrombin substrate pro-
ducing absorbance at 405 nm. A standard curve of known
MVs concentration is used to convert the absorbance into
nM PS. This test may be adapted to quantify different
subsets of MVs substituting annexin V by various capture
antibodies. However, the sensitivity of these methods is
limited by a heterogeneous and passive sedimentation of
MVs and a limited contact surface.

3. The Calibrated Automated Thrombogram assay was origi-
nally developed by Hemker et al for measuring thrombin
generation in platelet-rich or platelet-poor plasma in a
varietyofclinical settings (CalibratedAutomatedThrombo-
gram, Thrombinoscope BVand Stago).118 To evaluate the PS
contributionofMVs, thrombingeneration is initiatedby the
addition of a reagent containing tissue factor and aminimal
amount of PLs (platelet poor plasma reagent). Thrombin
generation is monitored with a thrombin fluorogenic sub-
strate. The use of a thrombin calibrator for each individual
plasma corrects for donor-to-donor differences in color of
plasma, innerfilter effects, and substrateconsumption. This
assay is sensitive to the contact phase activation. Alterna-
tively, plasmatic MVs can be pelleted, washed and resus-
pended in MV-free plasma. The reproducibility of the
measurement will decrease, but the measurement of
thrombin generationwill not be affected by soluble factors,
the presence of anticoagulants, or a coagulopathy.

Table 2 Procoagulant assay

Assay Strategy Target Method Preanalytics EV commercial
kit

Reference (author, year)

Flow cytometry Antigenic PS, TF,
TF/TFPI

Immunofluorimetry PFP No Poncelet et al, 2015,113

Nolan, 2017114

Flow cytometry Antigenic Fibrin Immunofluorimetry PFP No Mege et al, 201739

Scanning confocal
microscopy

Antigenic TF Immunofluorimetry PFP/
Centrifugation

No Hisada et al, 2017115

Calibrated
automated
thrombogram

Functional PS
or TF

Thrombin generation PFP Yes Hemker et al, 2002118

STA-Procoag PPL Functional PS Coagulation time PFP Yes Exner et al, 2003116

Zymuphen-MP
ELISA Kit

Combined PS Thrombin generation Immunocapture
(PS) on PFP

Yes Laroche et al, 2017112

Zymuphen-MP TF Combined TF FXa generation Immunocapture
(PS) on PFP

Yes Laroche et al, 112

Factor Xa
generation assays

Functional TF FXa generation Centrifugation No Khorana et al, 2008,46

Woei-A-Jin et al, 201650

Fibrin generation
assay

Functional PS
þ TF

Fibrin generation Centrifugation No Berckmans et al, 2011125

Abbreviations: ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; PFP, platelet free plasma; PS, phosphatidylserin; TF, tissue factor; TFPI, TF pathway
inhibitor.
Note: Different strategies were used: antigenic assay using flow cytometry, functional assay using coagulation time, factor Xa (FXa) generation assay,
thrombin generation assay or fibrin generation assay.
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A second group of assays focuses on the measurement of
TF-dependent procoagulant activity of MVs:

1. The calibrated automated thrombogram assay can be
modified to be more sensitive to TF. Thrombin generation
in platelet free plasma or purified MVs spiked in MV-free
plasma is initiated in presence of a “MP reagent” which
contents only PLs and no TF. This assay is sensitive to the
contact phase activation. Even if this test is more sensitive
than the Zymuphen-TF (described below) in a Neisseria
meningitidis-stimulatedwhole bloodmodel,119 high con-
centrations of TF þ MVs are necessary to be detectable
probably because of a masking effect due to the high
concentration of PLs added in the test.

2. Most of the studies evaluating the potential interest of
MVs as a biomarker of the cancer-associated thrombosis
have measured procoagulant MVs with FXa generation
assays as a read-out of TF-FVIIa activity.120 These assays
have been performed using either antibody-mediated
MVs captured on coated plate or isolation of the MVs by
high-speed centrifugation. In the commercially available
assay (Zymuphen-TF, Hyphen Biomed), MVs are captured
using an anti-TF antibodywhich does not interferewith TF
activity. Unfortunately, no anti-TF inhibitor antibody is
incorporated during the measurement of FXa. It was
found that this assay has reduced specificity and sensitiv-
ity compared with an “in-house” assay that isolates MVs
using centrifugation.121 Two slightly different “in house”
assays have been reported for the measurement of TF þ
MVs activity after isolation of MVs by high-speed centri-
fugation. MVs are washed then resuspended in buffer
before measuring FXa. Both assays use commercially
available Dade thromboplastin reagent Innovin as a stan-
dard. FVII is added with synthetic PLs in the “kinetic
assays,”42 whereas FVIIa is used without adding PLs in
the endpoint assay.46 A moderate correlation was found
(r ¼ 0.61, p < 0.001) between the two assays in 54 pan-
creatic cancer patients.54 Several ongoing developments
are improving the sensitivity of these assays.122,123

Alternatively, a more global assay has been proposed
monitoring the fibrin generation (FGT; fibrin generation
test) after incubating purified MVs by high-speed centrifu-
gation in a plasma in presence of anti-TF or anti-FXII blocking
antibodies.124,125 Clotting is initiated by addition of calcium
and fibrin formation ismonitored by kineticmeasurement of
the optical density at 405 nm.

Data, comparing all these methods, to measure the procoa-
gulant potential of MVs are lacking. Moreover, FCM is the only
method which benefits from a standardization effort so far
which lead to different tools to reduce the interlaboratory
variability.123,124 This work is currently ongoing in a collabora-
tive workshop on the standardization of EVs combining the
experts fromthree international societies: InternationalSociety
on Extracellular Vesicles (ISEV), International Society on
Advancement of Cytometry (ISAC), and the International
Society on Thrombosis and Haemostasis (ISTH). However,
development of international standards is still needed to com-
pare the results in the field. In a timely manner, a new ISTH

workshop, comparing the sensitivity and the specificity of
assays to measure TF þ MV in plasma samples will start this
year. Results of these studies will certainly provide important
information to progress toward the optimal methods to mea-
sure MVs and standardization tools mandatory for robust
multicenter studies in the cancer associated thrombosis field.

Conclusion

Up to now, several issues explain why MVs are not systemi-
cally found associated with CAT, including the diversity of
mechanisms associating MVs and different types of cancer,
the complex role of MVs in hemostasis integrating their
anticoagulant and fibrinolytic activity and the limited
sensitivity, reproducibility, and standardization of current
methodologies allowing to measure MVs. Continuation of
the technical development for measuring MVs, standardiza-
tion of methods in combination with efforts to define the
most interesting antigenic or functional target to be
measured on MVs in different clinical settings are issues
that need to be addressed during the coming years. In
addition, modulating MVs with treatment and the benefits
of regulating MVs in the prevention of future cardiovascular
events are to be tested in prospective large randomized trials.
Altogether, the rapidly growing knowledge on the biology of
EV combined with the many technological advances set high
expectations for future clinical applications of MVs as a
predictive biomarker for CAT.
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RESUME 

Le complexe formé entre le facteur tissulaire (FT) et le facteur VII est le principal activateur 

de la coagulation. Des niveaux élevés d'activité procoagulante dépendante du FT portée par les 

microvésicules (MV) sont détectables chez les patients présentant un risque accru de thrombose. 

Cependant, l’association entre l’activité du FT sur les MV (activité MV-FT) et la thrombose est 

limitée par de multiples mécanismes de thrombose liée aux cancers, un rôle plus complexe des MV 

dans la thrombose et enfin des limites technologiques dans le test mesurant l’activité MV FT. 

Plusieurs méthodes ont été décrites pour mesurer l'activité MV-FT, mais elles sont gênées par une 

sensibilité et une spécificité limitées. L'objectif est d'augmenter la sensibilité de l'analyse de l'activité 

de MV-FT en comparaison à un test préexistant (appelé test de Chapel Hill). L’amélioration du 

dosage de l'activité du FT a été réalisée en optimisant i/la vitesse et le temps de centrifugation, 

ii/l’utilisation d'un puissant anticorps anti-FT inhibiteur iii/l’utilisation de FVII et d'un substrat 

fluorogène pour augmenter la spécificité. La spécificité de mesure de l’activité MV-FT a été 

démontrée par l’absence d’activité sur une lignée de cellules qui expriment le FT en utilisant un 

anticorps monoclonal anti-FT appelé SBTF-1, qui présente un effet inhibiteur de FT supérieur à celui 

de l’anticorps monoclonal anti-FT humain, le plus utilisé dans la littérature, appelé HTF-1. Des 

expériences utilisant du sang provenant d'individus en bonne santé, stimulés ou non par le LPS, ou 

de plasma enrichi avec 3 niveaux différents de MV ont montré que le nouveau dosage était plus 

sensible et détecte de l'activité du FT dans les échantillons de plasma sans plaquettes (PFP) 

provenant d'individus sains. Cependant, le test a été limité par une variabilité intertest, 

principalement due à l'étape de centrifugation. Ainsi, nous avons amélioré la sensibilité de l'activité 

MV-FT sans perdre de spécificité. Ce nouveau test pourrait être utilisé pour évaluer les niveaux de 

MV-FT en tant que biomarqueur potentiel du risque thrombotique chez les patients. 
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