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1 INTRODUCTION

Les anticoagulants oraux directs (AOD) sont largement utilisés depuis leur début
de commercialisation en 2008. Selon 'HAS 2014, ils représentent 55% des
prescriptions.(1)

L'utilisation large des AOD pose un probléme d’interférence sur de nombreux
parameétres d’hémostase.

Ces examens peuvent concerner des dosages faits en routine (dosage de facteurs)
ou bien des dosages plus spécifiques, lors de bilan de thrombophilie par exemple.
Au CHU de Caen, pour l'instant, les dosages de facteurs ne sont pas réalisés quand
le patient est traité par un AOD.

En ce qui concerne le bilan biologique de thrombophilie, il doit étre réalisé a
distance de la derniére prise d’AOD. Ainsi, dans notre pratique, au laboratoire, on
préconise un arrét de traitement de 72 heures. Malheureusement cette fenétre
thérapeutique n’est pas sans risque et peut exposer le patient a un risque thrombo-
embolique malgré le fait que c¢a soit fait a distance de I'épisode aigue.

Le but de cette thése est d’étudier I'effet des AOD sur les tests standards d’hémostase,
puis d’évaluer l'efficacité d’'un kit utilisant du charbon actif pour s’affranchir de
l'interférence des AOD sur ces mémes paramétres d’hémostase.

Ce travail basé sur I'utilisation du charbon actif, ajouté in vitro, comporte quatre
objectifs.

Le premier est d’évaluer I'impact du rivaroxaban et apixaban sur les tests
d’hémostase.

Le second est de mettre en place la méthodologie d’utilisation du charbon actif
sur le plasma de patient sous AOD et d’assurer la bonne interprétation des parametres
rendus sous DOAC-Stop™.

Le troisieme est de vérifier si le charbon actif peut étre saturé par une forte
concentration en AOD dans les limites plasmatiques, n’exposant pas le patient a un
surdosage important.

Enfin, s’assurer que les tests d’hémostase du bilan de thrombophilie sont
réalisables chez les patients sous AOD gréace a l'utilisation du charbon actif, permettant

ainsi de s’affranchir de la fenétre thérapeutique des 72 heures.
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1.1 Hémostase

L'hémostase est le mécanisme, lors d’une lésion, qui conduit a l'arrét du

saignement. Il s'agit d'un processus qui comporte plusieurs étapes interdépendantes.

1.1.1 Hémostase primaire

L’hémostase primaire répond a une Iésion vasculaire, par un ensemble
d’événements qui aboutissent a la formation d’un clou plaquettaire. Elle se déroule en

deux temps :

1.1.1.1 Temps vasculaire

Lors d’'une bréche vasculaire, la couche de cellules endothéliales, non
thrombogéne, disparait pour laisser place au sous endothélium qui est thrombogéne
2.

Dans un premier temps le vaisseau subit une vasoconstriction réflexe pour assurer un

ralentissement du débit sanguin et favoriser la formation de caillot fibrine (3) [Figure 1]

Activation
Plaquettaire

Bréche
vasculaire ;

ot

%

<L  Plaquette - Globule rouge
7

Figure 1 : lllustration du processus hémostatique (image créée sur Biorender) (1)
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1.1.1.2 Temps plaquettaire

Il fait intervenir les plaquettes, cellules anucléées de 2-4um, qui sont formées a
partir de la fragmentation du cytoplasme des mégacaryocytes dans la moelle
osseuse(4).

La membrane des plaquettes est riche en phospholipides, calcium, cholestérol et
glycoprotéines dont 'importance est majeure dans le processus de la coagulation. Les

glycoprotéines « GP » les plus importantes sont :

» GP Ib-lla : permet la fixation du collagene au vaisseau lésé

» GP Ib-1X-V : permet 'adhésion des plaquettes au sous endothélium par le biais
du facteur de von Willebrand (VWF)

» GP VI : permet I'adhésion au collagéne et I'activation des plaquettes

» GP lIb-llla : permet I'agrégation plaquettaire(5) [Figure 2]

Gp lp-1X-V ) VWF
Gp la-lp ) Collagéne
Gp VI E—) Collagéne

Gp lly-1ll5 ) VWF
Intégrine 1 =~ =) Fibronectine

Figure 2 : Interaction Plaquettes et sous-endothélium (3)

Les plaquettes initient le second temps de 'hémostase primaire, dit temps plaquettaire

qui se déroule ainsi :
1.1.1.2.1 Adhésion plaquettaire

C’est la liaison entre les glycoprotéines exprimées a la surface de la membrane
plaquettaire avec le sous-endothélium : (6)
Chaque liaison joue un réle précis : la liaison de la GP In-1X-V au VWF permet la
translocation plaquettaire le long du sous endothélium, assurant ainsi la liaison de la

GP VI au collagéne, ce qui assure I'adhérence plaquettaire au sous-endothélium.
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1.1.1.2.2 Activation et sécrétion plaquettaire

Suit 'adhésion plaquettaire :

Une modification morphologique des plaquettes : passage de la forme discoide a
sphérique avec eémission de pseudopodes pour adhérer au sous-endothélium.

Les pseudopodes sont dus a un phénomene d’externalisation des phospholipides
« flip-flop » chargés négativement, a la surface plaguettaire. lls permettent la fixation
de facteurs de la coagulation (6).

Egalement des modifications biochimiques se produisent avec sécrétion granulaire
(Adénosine 5'-diphosphate ADP, Thromboxane Az « TXAz2», Calcium « Ca?" »),
synthése des prostaglandines et expression de surface procoagulante avec I'activation
du complexe GP llp-llla en modifiant sa conformation le rendant plus affin au

fibrinogene.

1.1.1.2.3 Aggregation plaguettaire

Les plaguettes adherent entre elles grace a l'activation de la GP llu-llla et de sa
liaison au fibrinogéne et VWF. Il y a plusieurs moyens pour activer le récepteur de forte
affinité pour le fibrinogéne.

Soit par la mobilisation du calcium, soit via la signalisation du récepteur a 'ADP, ou en
utilisant la voie du TXA: (6).
Ce complexe activé permet la génération de ponts inter-plaquettaires consolidant le

caillot plaquettaire.

1.1.2 Hémostase secondaire (coagulation)

Le but principal de la coagulation est de renforcer le clou plaquettaire, dont la
durée de vie est de seulement 6h.
Les facteurs de coagulation qui participent a la cascade de coagulation sont
majoritairement de synthése hépatique sauf le FVIII qui est synthétisé également par
les cellules endothéliales sinusoidale et/ou cellules de Kupffer. La synthese et la durée

de vie des facteurs de coagulation sont resumées dans le [Tableau 1].
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Le clou renforcé est issu de la transformation du fibrinogéne en fibrine via une

activation en cascade de facteurs de coagulation, principalement la thrombine (7)

[Figure 3].

Cette étape se déroule in vitro via trois voies: la voie d’activation, la voie

d’amplification, et la voie commune qui est le point commun et final des deux voies

précédemment citées. Un nouveau modele, plus conforme a la réalité, in vivo qui

pemet une meilleure compréhension des pathologies de la coagulation.

VOIE
D'AMPLIFICATION

+H*
OoO—O0 O

_¢.@

CEJ“+ g!:at
PL VOIE
D'ACTIVATION
O—0 OO
P FVlila
Ca**
PL PL .
FVa
Cah

o0
i COMMUNE

Formation d'un
clou plaguettaire

Figure 3 : Voie de coagulation (image créée sur Biorender). + : Activation / * : A faible

concentration
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N° Nom Vitamine K T2 Fonction
dépendant
I Fibrinogéne Non 4-6 J(8) Forme le réseau de fibrine
I Prothrombine Oui 3-4 J(9) Clive le fibrinogéne en fibrine,
active le facteur V, FVIII, FXI,
FXIlI, PC
1] Facteur tissulaire = Non Active le FVII
facteur 3 plaquettaire
Vv Pro-accélérine Non 12-36 Co-facteur qui active 'activité
H(10) anti-Xa
Vi Proconvertine Oui 4-6 H(11) Active le facteur IX et X
Vi Facteur anti- Non 2H si lié Co-facteur du IXa et augmente
Hémophilique A au VWF : son activité
12-16
H(12)
IX Facteur anti- Oui 20-24 Active le FX
Hémophilique B H(13)
X Facteur Stuart Prower Oui 40-60 Active le FII
H(14)
Xl Rosenthal Non 1-2 J(15) | Active le facteur XII, IX et pré-
Kallicréine
Xl Hageman Non 50-70 Active le pré-Kallicréine
H(16)
Xl Facteur stabilisant la Non 3-7 J(17) | Introduit les liaisons covalentes

fibrine

pour stabiliser le polymere de
fibrine

Tableau 1 : Caractéristiques des facteurs de coagulation
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1.1.2.1 Coagulation in vitro

1.1.2.1.1 La voie extrinséeque

La voie d’activation débute lorsqu’il y a contact du sang avec le milieu
extravasculaire, lors d’'une lésion des vaisseaux sanguins, le sang venant alors en
contact avec un facteur normalement absent dans la circulation sanguine : le facteur

tissulaire (FT).

Le facteur tissulaire FT est une protéine transmembranaire glycosylée, il est
localisé dans les divers tissus, a des concentrations tres variables, importantes au
niveau du cerveau ou des poumons, et faibles au niveau des articulations par exemple.
Physiologiqguement non présent, mais lors d’un stimulus inflammatoire ou infectieux,
les cellules endothéliales deviennent pro-thrombotiques par sa synthese. De ce fait
lors d’'une lésion vasculaire il apparait et se lie au facteur VII (FVII) circulant, et I'active
en facteur Vlla (FVlla) (19).
Le complexe FT — Vlla formé, a forte concentration et a I'aide du calcium et des
phospholipides, active le facteur X, point de commencement de la voie commune. A
faible concentration de FT, le complexe FT-FVlla active préférentiellement le FIX en
FIXa [Figure 3].
Cette voie est explorée par le temps de quick « TQ » qui par conversion sur la droite
de Thivolle donne le taux de prothrombine (TP) (20) [Figure 5].

1.1.2.1.2 La voie intrinseque

La voie d’amplification ne fait intervenir que des facteurs présents dans la
circulation sanguine, est activée au niveau du sous endothélium, qui vient en contact
avec le sang lors d’'une bréche vasculaire. La voie d’amplification est initiée par
I'activation du facteur XII en facteur Xlla qui peut se faire spontanément en contact
d’'une surface négative, ou bien par l'intervention d’'un co-facteur, le Kininogene de
Haut Poids Moléculaire (KHPM) et du facteur prékallicréine (PK)qui va s’activer en
Kallicréine (KK) (21) [Figure 4].

24



SURFACE ELECTRONEGATIVE

FXIl PK

FXlla

Figure 4: : Phase contact (image créée sur Biorender)

La KK peut a son tour activer le FXII, formant ainsi une boucle d’amplification.
Le facteur Xlla active le facteur XI en Xla. Avec un ion calcium, le facteur Xla active le
facteur I1X. Le facteur IXa active le facteur X qui & son tour active la thrombine (22).
Apres activation par la thrombine, le FVIII activé (FVIlla) se complexe au FIX activé

(F1Xa) et devient le catalyseur de la réaction d’activation du FX par le FIXa [Figure 3].

Cette voie est explorée par le Temps de Céphaline avec Activateur « TCA » [Figure

5].
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Céphaline + Ca**
+ activateur

(célite, silice, kaolin) Thromboplastines + Ca**

(KHPM, PK)

TC/‘\ Xlla - Xla
Vllla - IXa

Figure 5: voies de coagulation explorées par le TCA (rouge) et le temps de Quick
(en bleu) (TQ) (EMC : exploration de 'hémostase)

1.1.2.1.3 Lavoie commune

La voie commune commence par I'activation du facteur X en facteur Xa comme
précédemment décrit, résultant de la voie d’amplification ou d’initiation.
Le premier complexe se forme avec la liaison du facteur Xa a son co- facteur :
facteur Va et calcium formant le complexe prothrombinase, ce dernier active alors
le facteur Il (prothrombine) en facteur lla (thrombine).

Sous l'action de la thrombine, le fibrinogene (facteur 1) est clivé et transformé
en monomeres de fibrine (facteur la).
Ces monomeéres de fibrine s’associent en polyméres de fibrine instables et encore
solubles, l'activation du FXIIl en FXIlla par I'action de la thrombine (Flla) permet de
renforcer les polymeres, les rendant stables et insolubles par liaison covalente
(pontage y-glutamyl-e-lysine)(23).

La thrombine amplifie le signal en activant des facteurs V, VIl et IX.
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1.1.2.2 Lacoagulation in vivo

Dans ce modéle, les mécanismes de la coagulation sont séparés en quatre
phases : une phase d'initiation, une phase d’amplification, une phase de propagation

et une phase de stabilisation.(3,24)

1.1.2.2.1 Phase d’initiation

Des le début de la breche vasculaire, les premiéres traces de FXa sont formées
et activent de petites quantités de prothrombine (FIl) en thrombine (Flla). Ces traces
de Flla permettent d’activer le FV, le FVIII et les plaquettes, ce qui expose les
phospholipides anioniques, mais générées en quantité si faible qu’elles sont
incapables de transformer le fibrinogéne en fibrine. Le complexe FT-FVlla avec le FXa,
est régulé par son inhibiteur naturel, le TFPI, ce qui aide a contréler le processus de
coagulation.

1.1.2.2.2 Phase d’amplification

Le Flla initialement formé, active le FVIII, le FV, le FXI et les plaquettes. Le FIX
peut étre activé soit par le FXla a la surface des plaquettes activées, soit par le
complexe FT-FVlla. L’activation par le complexe TF-FVlla du FIX puis du FX, aboutit
a la thrombino-formation et le phénomene est fortement amplifié quand les premiéres

traces de thrombine formée activant le FVIII.

1.1.2.2.3 Phase de propagation

Le complexe FVllla — FIXa, localisé a la surface des plaguettes activées,
augmente considérablement l'activation du FX. Le FXa en association avec le FVa
constitue le Complexe Prothrombinase (FVa, FXa, PL, Ca2+). Ce complexe

prothrombinase induit une génération abondante de thrombine.
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1.1.2.2.4 Phase de stabilisation

La thrombine clive le fibrinogene, ce qui aboutit a la formation du réseau de
fibrine instable. Le FXIII activé par la thrombine permet de renforcer les polyméres, les

rendant stables et insolubles par liaison covalente.

1.1.3 Régulation de la cascade de coagulation

1.1.3.1 Les inhibiteurs de la coagulation

Les inhibiteurs de la coagulation interviennent pour réguler et limiter la coagulation
au site de la bréche vasculaire, comme la protéine C (PC), la protéine S (PS),
'antithrombine et I'Inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (TFPI) « Tissue factor
pathway inhibitor ».

Le TFPI complexé au facteur Xa l'inactive dans un premier temps, et dans un second
temps il inhibe la phase contact en inactivant le complexe Vlla-FT.
L’antithrombine se complexe de facon irréversible aux facteurs de la coagulation
activés en particulier avec la thrombine et le facteur Xa.

La protéine C dont le cofacteur est la protéine S (PC et PS) sont vitamine K
dépendantes et ont pour réle d’inhiber par clivage protéolytique les deux cofacteurs
Va et Vllla (25).

1.1.4 Fibrinolyse

Processus enzymatique médié par la plasmine, permettant la dissolution de la
fibrine pour limiter 'extension du caillot et de lyser ce dernier.
La fibrinolyse est régulée par des activateurs (Activateur tissulaire t-PA, Pro-
urokinase(scu-PA)) et des inhibiteurs (a2-antiplasmine, PAI-1 plasminogen activator
inhibitor, TAFI” Thrombin Activatable fibrinolysis inhibitor”)

Le processus de dégradation s’effectue en deux étapes :
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Dans un premier temps on obtient des petits fragments DD dimere et E ; dans un
second temps il y a activation des pro-métalloprotéinases en métalloprotéinases

(collagénases) pour dégrader la matrice extra-cellulaire [Figure 6] (26).

|~

Plasminogene —l
Z 4 "‘B t———(a2 antiplasmin)

Plaguett
i Dégradation de
— N Q/_ﬁ ﬁhrine’ )
/"‘"\ —

Figure 6 : Fibrinolyse (image créée sur Biorender). t-PA : Activateur tissulaire / PAI-1 :
plasminogen activator inhibitor

29



1.2 Exploration de ’lhémostase

1.2.1 Prélévement

Avant d’interpréter un bilan d’hémostase, des conditions pré-analytiques sont a
respecter pour éviter toute activation artéfactuelle de la coagulation comme décrit par
le Groupe Frangais d’Etude sur 'lHémostase « GFHT »(27).

Type d’échantillon : tube citraté avec respect de I'ordre des tubes, souvent prélevé en

premier avec ou sans purge, afin d’éviter la contamination par les anticoagulants
présents dans les autres tubes.

Transport : <2h et dans I'heure si traitement héparinique en cours car il y a un risque
de sous-estimé la concentration d’héparine (activité anti-Xa).

Remplissage : jusqu’au trait afin de respecter la bonne dilution du citrate (présent dans

le tube) (codification européenne 9NC)(28) [Figure 7].

Indicateur
minimum
de remplissage

Anticoagulant

liquide Q&

Figure 7: Tube citraté (25)

1.2.2 Technique de dosage
L’exploration biologique de I’'hémostase est nécessaire, afin de caractériser les
déséquilibres de la cascade de coagulation, entrainant des saignements ou des

thromboses.
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Trois types d’analyses existent: tests chronométriques, enzymatiques et

immunologiques.
1.2.2.1 Test chronométrique

Il mesure le temps de formation in vitro du caillot de fibrine. Deux types de
détection existent soit la détection par mesure photo-optique (néphélémétrie,
turbidimétrie) ou par mesure électromécanique (viscosimétrie).

Exemple d’utilisation : TP/TQ, TCA, dosage de facteurs de coagulation, protéine C et
S activité.

Pour le dosage des facteurs de coagulation, on va mesurer un temps de
coagulation d’'un mélange a volume égal du plasma du malade dilué au 1/10, et du
réactif déficient en facteur. Le temps obtenu sera exprimé en pourcentage d’activité
en se référant a une courbe de calibration établie a partir d’'un plasma témoin ayant
100% d’activité [Figure 8].

Ajout de phospholipides +
activateurs + Ca” ﬁ.{){xﬂ@

e
b cmxw‘d
A 4

Plasma pauvre
en plaquettes

Figure 8 : méthode chronométrique (image créée sur Biorender)
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1.2.2.2 Test enzymatique avec réaction chromogénique
(amidolytique)

Le test utilise un substrat chromogénique spécifique de I'enzyme ou substrat a
doser.
Le paranitroaniline (pNA) est le substrat chromogene le plus souvent utilisés, couplé
a un oligopeptide synthétique spécifique de I'enzyme a doser [Figure 9]
Lors de la liaison enzyme-peptide, le pNA qui colore le milieu est libéré et la mesure
finale se fait par détection photo-optique du pNA (spectrophotométrie).
L’intensité de la coloration est proportionnelle a I'activité de 'enzyme.
Exemple d’utilisation : Activité anti-lla , Activité anti-Xa(calibrant différent en fonction
des Héparines ou AOD testés), antithrombine (29) (30).

Vil &

+ FIXa + lla+ Ca?t+PL +
doser

_ 1) Incubation5 minutesa 37°C

v i T
Sbbdddddddd

Substrat
chromogéne

-+

2) Incubation 5 minutesa 37°C

Figure 9: Dosage chromogénique du facteur FVIII (28)
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1.2.2.3 Test immunologique

Le principe de ce test repose sur une détection par immunoturbidimétrie de la
réaction antigene (Ag)-anticorps (AC). Par exemple le dosage des D-dimeres se
fait ainsi :

Ajout au plasma a doser d’un réactif contenant des microparticules de latex enduites
d’anticorps anti-D-dimeére.

Un faisceau de lumiére va traverser le mélange, on observera une augmentation de
'absorbance proportionnelle a I'agglutination des particules de latex couplées aux D-
dimeéres. L’absorbance est ainsi, proportionnelle a la quantité de D-dimére présente
dans 'échantillon.

Exemple d’utilisation : D-dimere « DD », monomere de fibrine ou facteur Willebrand

antigéne [Figure 10].
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Particules de latex + AC

‘ Protéine a doser \

Faisceau
lumineux

Absorption de
lumiere

Agglutination

Figure 10: Dosage immunologique (image créée sur biorender)
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1.3 Bilan de thrombophilie

1.3.1 Définition

La maladie thromboembolique veineuse (MTEV) est une pathologie complexe avec
une incidence en France de 1.57/1000 habitants/an en 2013 et cause parmi les
patients hospitalisés pour une EP en France une mortalité hospitaliere de 5% (31).
Cette derniére s’exprime sous deux formes cliniques : la thrombose veineuse profonde
(TVP) et 'embolie pulmonaire (EP).

Un bilan de thrombophilie est recommandé devant une MTEV et dans certains cas
chez les apparentés au premier degrés selon les recommandation du GFHT (se référer
aux recommandations (31)) .

Le bilan comporte deux parties, I'une explorant la thrombophilie constitutionnelle et
l'autre la thrombophilie acquise.
Le bilan constitutionnel comporte :
» Dosages de I'AT, Protéine C et S (activité)
* Recherche de la mutation du Facteur V de Leiden
* Recherche de la mutation du Facteur Il (mutation G 20210A du facteur
1))
Le bilan de thrombophilie acquise :
Recherche des Anticorps Anti-Phospholipides (APL) :
» Anticoagulant circulant de type lupique (ACC) ou lupus anticoagulant
(LA)
» Anticorps antibéta 2 glycoprotéine |

« Anticorps anticardiolipine

1.3.2 Définition d’anticoagulant lupique

Les anticoagulants lupiques (LA) allongent les tests de coagulation dépendant
des phospholipides. Leur recherche est souvent liée a la survenue de thrombose ou
de complication obstétricale définissant le syndrome des antiphospholipides « SAPL »
(32).

Dans ce chapitre on ne s’intéresse qu’a un type d’anticorps : I'anticoagulant lupique.
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1.3.3 Recherche d’un anticoagulant lupiques « LA »

1.3.3.1 Le dépistage d’anticoagulant lupique « LA » se fait

comme suit

1.3.3.1.1 Temps de céphaline plus activateur « TCA » sensibilisé « APTT-SP»

La mesure de 'APTT-SP est réalisée par une méthode chronométrique détaillée
dans 1.2.2.1(33).
Le réactif de APTT-SP utilisé est une céphaline avec une concentration réduite en
phospholipides responsable d’'une meilleure sensibilité pour la détection de LA, d’ou
son nom de ‘TCA sensibilisé’
Une premiere étape de dépistage est réalisée par le calcul du ratio APTT-SP Malade

/Témoin.

Si ce dernier est >1.2 un test de mélange est indispensable afin d’exclure un éventuel
déficit en facteurs. Ce test est réalisé par mélange volume a volume du plasma du
malade « M » avec un plasma témoin « T » et le dosage du APTT-SP de ce mélange

est alors réalisé pour calculer I'indice de Rosner (Equation 1).
Le test est négatif si cet indice est inférieur a 12.

Cependant si l'indice de Rosner est positif (supérieur al15), ou faiblement positif (12-
15) un test de confirmation doit étre réalisé.

dice de R ('APTT — SP' M + T — 'APTT — SP' T) 100
= £
ndice de Rosner "APTT — SP' M)

Equation 2 : Calcul de l'indice de Rosner

36



1.3.3.1.2 Temps de coagulation par le venin de vipere Russel dilué « dRVVT-
screening- dRVVT-S »

Le DRVVT est un réactif provenant du venin de vipere Russel. Sa grande
particularité est qu’il active directement le facteur X en Xa en présence de
phospholipides et de calcium et par conséquent explore uniquement la voie commune
de la cascade de la coagulation. Le mesure du DRVVT est réalisée par une méthode
chronométrique détaillée dans 1.2.2.1.

Une premiére étape de dépistage est réalisée, le ‘DRRVT Screen’ qui est un calcul du
ratio DRVVT malade (M)/ DRVVT témoin (T). Si ce ratio est supérieur a 1,20 la
présence de LA ne peut étre exclue. Au laboratoire d’hématologie du Chu de Caen le

ratio a été adapté a la valeur de 1,10.

Ainsi une deuxiéme étape est réalisée, le ‘DRVVT confirm’ en utilisant cette fois une
forte concentration en phospholipides permettant de saturer le milieu en
phospholipides, et de combler les sites d'antigénes disponibles pour I'anticorps anti-
phospholipides. Par conséquent, il reste suffisamment de phospholipides non liés a
I'anticorps pour accélérer la formation de fibrine, réduisant ainsi le temps de réaction.

Enfin le calcul d’'un ratio normalisé est réalisé (Equation 3).

Si ce ratio est <1.16, il est négatif, s’il est supérieur a 1,16 on considére qu’il est

positif. Cependant si la valeur est entre 1.16-1.2 un contrdle sera nécessaire.

ratio dRVVT — S(M/T)
ratio dRVVT — c¢(M/T)

Ratio normalisé =

Equation 3 : Ratio normalisé
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1.3.3.2 Test de confirmation : phospholipides dépendants
SCT Silica Clotting Time

Le test de confirmation est réalisé si le test de mélange T+M pour 'APTT-SP
est non corrigé (Indice de Rosner positif ou faiblement positif) et que le ratio dRVVT-
S et dRVVT-C normalisé est négatif.

Le SCT « Silice Clotting Time - temps de coagulation avec silice », sa mesure
est réalisée par une méthode chronométrique détaillée dans 1.2.2.1.

On va mesurer le ratio SCT Screen M/T, sans ajout de phospholipide, et le SCT -

confirm riche en phospholipides pour calculer le ratio normalisé.

ratio SCT —S (M/T)

SCT lisé =
noTmacse ratio SCT — c(M/T)

Equation 4 : calcul du ratio normalisé pour le SCT

Si le ratio normalisé est >1.2 on estime que la recherche d’ACC est positive, s'il est
<1.16 négatif, mais s'il est 1.16-1.2 on doit recontroler.

Un contrble est nécessaire a 12 semaines d’intervalle du premier prélevement positif
pour affirmer le caractére chronique du LA et non sa présence de facon transitoire
[Figure 11].
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Recherche Anticoagulant Lupique :

Test de Dépistage : Pauvre en PL

APTT-SP

N\

Ratio M/T <1,2

Ratio M/T >1,2

2

APTT-SP M+T

il

Rosner <12

N

dRVVT-S

2

Rosner >15*

\

Ratio M/T <1,1 Ratio M/T >1,1
/
dRVVT-C
‘+/ \:
Ratio >1,2 Ratio <1,16
|
]

Test de Confirmation : Riche en PL

SCT

/ +

Ratio M/T <1,16

Ratio M/T >1,2

Figure 11 : Arbre décisionnel pour la recherche d’ACC (CHU de Caen) / * ou faiblement positif
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1.4 Les anticoagulants

1.4.1 Les traitements disponibles

Les traitements anticoagulants jouent un rble prophylactique et curatif dans les
maladies thromboemboligques veineuses (ex : embolie pulmonaire) et artérielles (ex :

fibrillation atriale). lls se divisent en deux catégories, selon la voie d’administration :

» La voie parentérale :
o Héparine de haut poids moléculaire (HNF)
o Héparine de bas poids moléculaire (HBPM)
o Danaparoide
o Fondaparinux
o Argatroban

» Lavoie orale :
o Anti-vitamine K

o Anticoagulants oraux directs : Anti-Xa et Anti-lla [Figure 12]

Voie orale Voie parentérale
Initiation FT/VI la
AVK = -
Facteurs fondaparinux
I, VII, IX, X IXa
hypo-g-carboxylés Villa
Amplification
Va
~danaparoide
Anti-Xa directs I Xa P
rivaroxaban (Xarelto®) Complexe

apixaban (Eliquis®)

prothrombinase
[edoxaban (Lixiana®)] i

Anti-lla directs ’l lla | argatroban
dabigatran (Pradaxa®) bivalirudine
Fibrinoformation Fibrinogéne 4l—> Fibrine

Figure 12: Mode d'action des anticoagulants (EMC)
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1.4.2 L’héparine

1.4.2.1 Définition

L’héparine est le premier anticoagulant mis sur le marché, mucopolysaccharide
sulfaté d’action immédiate et de synthése naturelle, sauf pour le fondaparinux qui est
synthétisé chimiquement, d’action immédiate.

La voie d’administration est parentérale, soit en sous cutané soit en intra veineux (34).
Le danaparoide est un mélange de glycosaminoglycanes sulfatés de bas poids
moléculaire, contenant du sulfate d'héparane, de dermatane, et de chondroitine.

Leurs caractéristiques sont résumeées dans le [Tableau 2].

Activité
Poids
Activite anti-lla
moléculaire
ul/mi
o » Heéparine
Héparine de ] )
) Anti-lla calcique SC
haut poids ] 1/
] 5-30 kDA et Xa » Héparine sodique
moleculaire
v
» Daltéparine SC 0,4
Heéparine de Anti Xa £ sc 02
» Enoxaparine \
bas poids +++ et
. . <8kDA » Nadroparine SC 0,28
moleculaire anti-lla
» Tinzaparine SC 0,5
Danaparoides Anti Xa sSC =20
Fondaparinux
Anti Xa sSC 0

Tableau 2 : Description des héparines. SC : Sous -cutané/ IV : intra-veineux / kDA : Kilo-
Dalton (29)
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1.4.2.2 Mécanisme d’action

La fixation de I'héparine sur I'antithrombine potentialise son effet (X1000), le site
de liaison est présent dans toutes les molécules, et composé d’un enchainement de
cing sucres « pentasacharide», de ce fait la concentration de son
cofacteur « antithrombine » est importante pour assurer 'effet de I'héparine.
L’héparine liée a I'antithrombine inhibe dans un premier temps le facteur Xa, puis en
fonction de la longueur de la chaine d’héparine et de sa concentration, le complexe
aura un effet anti-lla (35).

Comme on peut le voir sur la [Figure 13], I'Héparine Non Fractionnée (HNF) a une
chaine penta saccharidique plus longue lui permettant d’avoir une activité anti-Xa et
anti-lla équivalente.

En revanche I'Heparine de Bas Poids Moléculaire (HBPM) a un rapport anti-Xa/ anti-
lla >1 car sa chaine pentasacharidique est courte. En fonction de 'HBPM le rapport
n'est pas le méme, par exemple pour la tinzaparine (Innohep ®) la biodisponibilité et

I'action sont proches de celle des HNF (36).

AT ‘ AT lla
M **.W

4  Anti-Xa +++ Anti-lla +++ A

. lla

Anti-Xa +++ Anti-lla=0

‘ Pentasaccharide ~op—at-a-4- Chaine d'héparine

aK B

Figure 13 : Activité des chaines d'héparine A : pour 'HNF et B pour
HBPM (EMC : surveillance des traitements anticoagulants). AT :
Antithrombine
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1.4.2.3 Pharmacocinétique :

L’utilisation au cours de la grossesse et de I'allaitement sont possibles.

Toutes les propriétés pharmacocinétiques sont resumées dans le [Tableau 3].

HNF HBPM Danaparoide Fondaparinux
Systéme réticulo-
Elimination endothélial Rénale Rénale Rénale
Rénale
T2 1-2h 3-6h 25h 15h
Liaison aux
protéines +++ + - -
plasmatiques
Prescription Hospitaliere Ambulatoire | Hospitaliére Hospitaliere
Biodisponibilité 30-50% 90% 95% 100%
Quotidienne Siinsuffisant | Si insuffisant
_ Activité anti-Xa rénale rénale
Surveillance o . o _ Aucune
Numeération sévere : sévere : anti-
plaguettaire anti-Xa Xa
Contre- Insuffisant Insuffisant
S ATCD de TIH . .
indication rénale rénale
» Hémorragie
Effets
o » TIH +++ TIH Pas de TIH Pas de TIH
indésirables ]
» Ostéoporose
Antidote Oui Oui - -

Tableau 3 : Pharmacocinétique. TIH : Thrombopénie Induite a I'héparine (EMC : surveillance

1.4.2.4 Réversion :

des traitements anticoagulants), ATCD = antécédent

Lors d’'un surdosage en héparine avec signes d’hémorragies on utilise du sulfate de

protamine : 1000 UAH neutralisent environ 1000 unités d'héparine, utilisation efficace

sur les HNF (37).

43




1.4.2.5 Indication :

Les indications sont résumées dans le [Tableau 4]

Héparine | CALCIPARINE®

di LOVENOX® INNOHEP® FRAXIPARINE® | FRAGMINE® ARIXTRA®
sodique

Héparine . , . . - )
. Enoxaparine | Tinzaparine Nadroparine Daltéparine Fondaparinux
calcique

MTEV milieu
chirurgical

MTEV X X

CEC X

TVP, phase

aigué

TVP,
traitement X X X

prolongé

EP, phase
aigué

EP,
traitement X X

prolongé

TV
superficielle

Syndrome
coronarien X X X X X
aigu

Fibrillation

atriale

Le danaparoide et I'argatroban sont indiqués, dans le cadre de leurs AMM, en
alternative thérapeutique lors de survenue de thrombopénie induite a I'héparine aigle.

Tableau 4 : Indications des héparinoides selon ANSM 2018. MTEV : maladie thromboembolique
veineuse, TVP : thrombose veine profonde, EP : embolie pulmonaire, CEC : circulation
extracorporelle
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1.4.3 Anti-vitamines K

1.4.3.1 Définition

Les antivitamines-K (AVK) sont des anticoagulants a marge thérapeutique
étroite avec une grande variabilité inter et intra-individuelle de la réponse au traitement.
En France deux dérivés sont commercialisés :

» Les dérivés coumariniques :
Warfarine (Coumadine®, la molécule référence des essais cliniques
internationaux) et I'acénocoumarol (Sintrom ®et Minisintrom®),
» Les dérivés de I'indanedione
La fluindione (Préviscan®)
Les AVK représentent la premiere cause iatrogene, responsables del7 000
hospitalisations/an et de plus de 4 000 déces en 2006-2007(38).
Afin de limiter les accidents iatrogenes la surveillance de l'International normalized
ratio (INR) est nécessaire et I'identification de facteurs responsables de la variabilité

de la réponse au traitement sont & maitriser par les prescripteurs et les patients.

1.4.3.2 Mécanisme d’action

La vitamine K est une vitamine liposoluble apportée par I'alimentation d’une
part, et synthétisée par notre systéme digestif d’autre part, sous une forme oxydée en
forme d’époxyde. Elle intervient au stade post-traductionnelle dans la synthese des
facteurs de la coagulation vitamine-K dépendants, les facteurs Il, VII, IX et X et les
inhibiteurs, la protéine C et la protéine S. Cette étape est indispensable a leur activité.
La forme réduite de la vitamine K, sous sa forme hydroquinone, agit comme cofacteur
dans la gamma carboxylation d’acide glutamique « Glu »de I'extrémité N-terminale de
la chaine glycoprotéique, en acide gammacarboxyglutamique « Gla », et permet ainsi
la fixation des facteurs de coagulation sur la surface anionique des phospholipidiques
via I'ion calcique.

De ce fait 'absence de vitamine K, comme dans les carences vitaminiques par défaut

d’apport, engendre un ralentissement de la cascade de coagulation
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Son role n’est possible que sous une forme réduite, obtenue par réduction de la
vitamine K a 'aide de deux enzymes : la vitamine K oxydo-réductase « VKORC1 »et
la vitamine K réductase « VKOR ».

Les AVK inhibent le cycle de régénération de la vitamine K en inhibant I'activité des
deux enzymes hépatiques, permettant de recycler la vitamine K en vitamine K quinone
grace a la sous- unité C1 de VKOR (VKORC1) puis en vitamine K réduite sous I'action
VKOR [Figure 14].

La cible pharmacologique des antivitamine-K est VKORC1, et cette inhibition induit

une hypocoagulabilité (39).

warfarine AVK °

acénocoumarol AVK KH
phenprocoumone \ OH'----. AN
(0]
fuincione « cvpace .

vxo& VKORC1 o A
R‘\ °

NAD(P)* 0
oH Forme quinone |

O : e
R @ﬁ Derives

KH, on J R Ko

. ) inactifs
Forme hydroquinone ¢ Forme époxyde
CO,, 0, bile,
urines
Glu
Facteurs vitamine Facteurs vitamine
K dépendants K dépendants
non fonctionnels Fonctionnels )
I, VII, IX, X I, VI, IX, X hypocoagulabilité

Figure 14: Mécanisme d'action des AVK(39)
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1.4.3.3 Pharmacocinétique

Les AVK sont fortement liés aux protéines plasmatiques mais seule la forme
libre est active, quand la concentration de la forme libre baisse, une partie de la forme
liée aux protéines plasmatiques s’en dissocie et devient active d’ou la variabilité inter-
individuelle et I'effet prolongé des AVK (40) [Tableau 5].

, Fluindione,
Warfarine, AcénocoumarolSl
_ Préviscan®
Coumadine® NTROM®
T% » 35-45h » 31lh > 9h
» CYP2C9 +
Métabolisme » CYP2C9 > CYP1A2 ++ » CYP2C9
hépatique +++ » CYP3A4 +++ +++
Durée d’'action aprés
> 4] > 2-47] » 2-3]
arrét d’AVK
Liaison aux pp 95-97%
Antidote Vitamine K per OS ou IM
Elimination Rénale et hépatique

Tableau 5 : Pharmacocinétique des AVK (39)

Parmi les variabilités modifiant la concentration en AVK il est retrouvé :
» L’albuminémie abaissée (personnes dénutris),
» Les médicaments déplacant la liaison a I'albumine « effet potentialisateur »
» Les médicaments inhibant la conjugaison des AVK: CYP 2C9 ou les
métaboliseurs lents

» Les facteurs génétiques SNP -1639G>A affectants les genes codants VKORC1
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L’'INR « rapport normalisé international » permet de déterminer l'efficacité de
'anticoagulation par AVK, sa surveillance s’effectue d’abord a linstauration du
traitement avec un contréle toutes les 48 a 72H jusqu’a obtention de I'INR dans la zone

thérapeutique confirmé a deux reprises a 24H d’intervalle (41) [Figure 15].

4
o

o)
ISI/,'
INR = E‘emps de Quick du malade|
‘Temps de Quick du témoin

Figure 15: Calcul de I'INR
ISI= Index de sensibilité Internationale

Temps de Quick témoin+ moyenne géométrique de 20 sujets normaux (CLSI)

Une fois a I'équilibre et en 'absence de changement posologique, la mesure de

'INR sera espacée jusqu’a un minimum d’une fois par mois (42) [Figure 16].

Zone
thérapeutique

INCIDENTS CLINIQUES *

1 2 3 20

INTENSITE DE L’ ANTICOAGULATION —> (INR)

Figure 16: Interprétation de I'INR sous AVK
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1.4.3.4 Indication

Plus de la moitié des indications relévent de la cardiologie :
- Cardiopathies emboligenes (fibrillation atriale, flutter)
- Protheses valvulaires et mécaniques
- Infarctus du myocarde compliqués (thrombus mural, dysfonction VG sévere,
dyskinésie emboligene) (en relais de I'héparine)
- Traitement des thromboses veineuses profondes et de I'embolie pulmonaire
ainsi que la prévention de leurs récidives (en relais de I'héparine)
- Traitement des évéenements thrombotiques chez les patients ayant un
syndrome des antiphospholipides (SAPL)
Le traitement est souvent de longue durée voir a vie.
Depuis 2018, leur utilisation est moindre avec une part de marché croissante des AOD
(43).

1.4.4 Anticoagulants oraux directs

1.4.4.1 Définition

Pendant plus de 60 ans le schéma de référence dune prévention
thromboembolique veineuse fut I’hnéparine suivie d’un relais par AVK, mais cette
pratique a montré beaucoup de limites dans : Les complication hémorragiques, les
interférences médicamenteuses et le contrble biologique.

Ceci a conduit au développement de molécules ciblant directement des facteurs de
coagulations activés : les anticoagulants oraux. Quatre AOD ont 'AMM en Europe
pour leur action directe et sélective :

» Anti-lla les « gatrans » : Dabigatran Etexilate (Pradaxa®)

» Anti-Xa: les « xabans » : Rivaroxaban ( Xarelto®) , Apixaban (Eliquis®) et

Edoxaban (Lixianar)

L’intérét de leur utilisation réside dans leurs :
» Rapidité d’action
» Efficacité équivalente aux autres thérapeutiques déja introduites

» La prise orale
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Pas d’ajustement posologique

Marge thérapeutique large

Bonne prédictibilité d’effet

Absence de contrdle biologique (sauf situation particuliere).

vV V V V V

Réductions des hémorragies intracraniennes par rapport aux AVK(44)

1.4.4.2 Mécanisme d’action

Les AOD sont synthétisés chimiquement et présentent un faible poids moléculaire.
Le Dabigatran etexilate, prodrogue est hydrolysée en dabigatran actif, sous I'action
d’estérases et de carboxyl-estérases. Il exerce une activité inhibitrice directe,
compétitive et puissante sur facteur lla libre ou lié au caillot.
Les xabans, ne nécessitent pas de métabolisme hépatique pour leur activation, ce sont
des inhibiteurs directs et puissants du facteur Xa libre ou lié au sein du complexe

prothrombinase.
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1.4.4.3 Pharmacocinétique

Les AOD sont rapidement absorbés et la concentration maximale est obtenue

en 1 a 4h, ils sont tous substrats des P-gp et donc soumis a de probables interactions

médicamenteuses (45) [Figure 17].

Figure 17 : Pharmacocinétiqgue des AOD (ANSM 2016)
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Dabigatran Etexilate Rivaroxaban Apixaban (Eliquis®) Edoxaban iLixianaﬁ]
[Pradaxa®) [Xarelto®)
Prodrogue Oui Non MNon MNon
Cible Anti-llz direct et sélectif Anti-¥a direct et Anti-¥a direct et Anti-¥a direct et
sélectif sélectif sélectif
Biodisponibilité & ,5% BD% 50% 62%
Fic 1-3h 0,5-4h 1-3h 1-Zh
Tz 7-17h 7-11h 8-15h 10-14 h
Lizison aux PP 35% 90% 85% 55%
Metabolisme MOM CYP3A4 ET CYP2)2 CYP3A4 ET CYPLALS2 CYP3A4 ET CYP1A1/2
P-gP P-gP P-gP
Transport P-gP
Elimination * B0% rénale inchangée *  1/3rénale »  25% rénale » 33 % rénale
0% inchangée inchangée inchangée
glucoronoconjuguée *  1f3rénale »* 75 % féces > 66%
dans les féces métabolisé inchangée L
EXCrétion
*1/3 féces
biligire le
métabolisé
Antidote * Idarucizumab Oui Oui Oui




1.4.4.4 Réversion

L’utilisation des antidotes est requise pour une urgence chirurgicale ou en cas
de saignement menacant le pronostic vital ou incontrélé. L’antidote des anti-Xa est
'Andexanet Alfa (Protola), c’est un Facteur Xa recombinant muté [Figure 18], non
fonctionnel dépourvu du domaine-Gla et de I'activité catalytique (mutation de la serine
protéase). Il a une affinité élevée pour I'anti-Xa directs (46).

Administré en bolus |V suivi d’'une perfusion, I'un des effets indésirables est di a sa
liaison au TFPI entrainant un risque thrombotique élevé (47).

Cet antidote a recu 'AMM aux USA et TEMA en 2019. Cependant a ce jour il n’est
toujours pas autorisé en France. A sa place on utilise hors AMM, des concentrés de

complexes prothrombiniques activés ou non (48).

N \

l ‘ Factor Xa Inhibitor l ‘Factor Xa Inhibitor

Vs
S-S $-8

Factor Xa Andexanet Alfa

Figure 18 : Andexanate (40)

e L’antidote des anti-lla :

Le Praxbind est 'agent de réversion spécifique du dabigatran, administré par voie
IV et ayant regu ’AMM en France. C’est un fragment d’anticorps monoclonal humanisé
ayant une forte affinité au dabigatran, en cas d’indisponibilité, des concentrés de

complexes prothrombiniques activés ou non peuvent étre utilisés (49) [Figure 19]
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----------- Dabigatran L

%5 ------- Idarucizumab

o«

Prothrombin |
Xa Va

|

.

" ~ Thrombin

Figure 19: Mécanisme d'action de /'idarucizumab (42)

1.4.4.5 Indication

Les AOD possedent une AMM pour :

» La prévention de la maladie thromboembolique veineuse (MTEV) en chirurgie
orthopédique (prothése totale de hanche ou de genou) (50).

> Laprévention de I'accident vasculaire cérébral (AVC) et de 'embole systémique
chez les patients avec FA non valvulaire (51).

» Le traitement de la MTEV (thromboses veineuses profondes et embolie
pulmonaire) (52).

> Le Rivaroxaban posséde une AMM pour la prévention des événements
thrombotiques post-syndrome coronarien aigu pour une durée de 1-2ans.

» Prévention secondaire des événements athérothrombotiques
Hors AMM en France :

» Prévention des événements athérothrombotiques suite a un SCA

» Maladie coronarienne ou vasculaire périphérique stable
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1.4.4.6 Interférences des anticoagulants oraux directs

avec les tests d’hémostase

1.4.4.6.1 Examens de routine et spécialisés

L'utilisation des AOD affectent la plupart des tests/dosages d’hémostase. En
fonction de la nature de 'AOD, de sa posologie, et du délai par rapport & sa derniére
prise, le degré de I'interférence differe et du réactif utilisé.

Tous les tests chronométriques sont impactés.
» L’anti-lla:
Allonge le TCA majoritairement ainsi que le TQ. Contrairement aux Xabans il allonge
le temps de thrombine et quand ce temps est normal la prise de dabigatran est exclue
(53).
Le taux de fibrinogéne peut étre, a forte posologie, sous-estimé selon le réactif utilisé.
» Les anti-Xa :
L’allongement du TQ est plus important que celui du TCA, et le retentissement différe
en fonction des I'anti-Xa utilisés.
Le temps de Thrombine et le dosage fibrinogene par méthode de Clauss ne sont pas
impactés (54) [Tableau 6] .
Pour la recherche d’ACC (qui est une mesure chronométrique) les AOD rendent un
résultat faussement positif. Néanmoins les recherches faites en immunologie pour les
anticorps anticardiolipine et anti-béta2GPI sont interprétables avec la prise d’AOD,
ainsi que les tests PC chromogéniques et PS libre (55).

Les tests génétigues ne sont pas modifiés par la prise d’AOD.
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Test Sensibilité a I'apixaban Sensibilité au Dabigatran
rivaroxaban
TP = ou J*@ d ++ ou +++@ I ++ ou +++%@
TCA = ou T+2 T+ 4 +++2 T+ a +++2
TT Généralement non affecté T+++ /= ou 4+

et/fibrinogéne

Dosages des Les tests de facteurs basés sur le TCA, tels que le = ou *@
facteurs FVIII et le FIX, ont montré une sous-estimation
croissante des résultats & mesure que les niveaux de
médicaments augmentaient, en particulier avec le
rivaroxaban**

dRVVT Montré un prolongement presque linéaire en fonction de la concentration
d'apixaban ou de rivaroxaban. Anticoagulant Lupique (LA) faussement positif.

PC et PS T+ 4 ++42

activité

AT ** Les tests basés sur les anti-Xa sont affectés, mais Les tests basés sur les

les tests basés sur les anti-lla ne sont pas affectés anti-lla sont affectés,

par I'apixaban ou le rivaroxaban. mais les tests basés sur

les anti-Xa ne sont pas

affectés par l'apixaban

ou le rivaroxaban.
Activité FXIII Généralement non affecté d

AT : antithrombine ; TCA : temps de céphaline activée ; dRVVT : Temps de venin de vipére
Russell dilué ; PC : protéine C ; PS : protéine S ; PT : temps de Quick ; TT : temps de thrombine.
*TP normal ne peut pas exclure la prise dAOD
**Une dilution croissante du plasma a entrainé une réduction de l'effet, ce qui correspond a un
effet « inhibiteur » non spécifique.

*** Au laboratoire du CHU de Caen dosage chromogénique basé sur la quantification de I'activité
Anti-Xa.T : allongement/ { : diminution/ = : pas d’influence 2: en fonction des réactifs utilisés
et concentrations en anticoagulant

Tableau 6: : Interférence des AOD sur les tests d'hémostase (55)
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1.5 Intérét du charbon

Les AOD interféerent dans de nombreux tests d’hémostase (voir ci-dessus)
rendant leur interprétation difficile.
Le bilan biologique de thrombose doit étre réalisé a distance des AOD, mais cela
n’écarte pas le risque de survenue de thrombose, donc le choix de la méthodologie de
diagnostic est a définir en fonction du rapport bénéfice risque lié au patient.
Les moyens pour s’affranchir de I'effets des AOD sont :
» Un arrét des AOD au moins 72h.
» Une dilution importante, pour lever l'interférence de 'AOD sur la mesure des
facteurs, mais interférence résiduelle potentielle de '’AOD malgré la dilution.
> Une élimination in vitro par charbon actif, qui est électronégatif, des AOD qui

sont eux électropositifs (56).

1.5.1 Définition

Le charbon actif est un produit carboné avec une surface interne importante et
de structure poreuse. Cet agent électronégatif a comme principale propriété

'adsorption [Figure 20].

AC structure

Meso y«n

Macro poces g

%

\!rl poces

Figure 20 : structure du charbon activé .(37)
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Ce phénoméne d’adsorption permet de piéger des molécules liquides ou gazeuses via
les pores a sa surface dans plusieurs situations :

» Lors d’intoxication médicamenteuse
> Pour les maux d’estomac

> Assainir des eaux.

1.5.2 Choix des pastilles de charbon
Dans la littérature on retrouve trois types d’agents neutralisants les AOD :

1.5.2.1 DOAC Stop™: (DS, Haematex Research,
Hornsby,Australia)

DOAC Stop™ est fabriqué en France [Annexe 1 : Fiche technique DOAC-StopTM]

Forme de mini-comprimés destinés a adsorber les AOD (AC : Activated Carbon :
Charbon activé)(57) [Figure 21] .

o W [REF] HX9904-100
DOAC-'STOP 00 [ToT] My ~~=
= v n
orooAt =

e 20
| QL 20
=
<
W [REF] HX9904-50 n((
Ab aion o) o] 2022-08 — —
| e s CE€ 2 2025-08 S 2
) SSESRIIEEEEE

5%

Figure 21 : DOAC-Stop™ (57)

Protocole traitement par DOAC-Stop™

Un mini-comprimé de DOAC-Stop™ (5 mg) est ajouté a un volume de 1 ml de
plasma d'essai dans des tubes microfuges en polyéthylene.

Les tubes sont homogénéisés doucement sur une plate-forme a bascule pendant 10

minutes. Les échantillons sont ensuite centrifugés pendant 2 min a 5 000 g dans une
centrifugeuse Sigma Laborzentrifugen™ 1-15R Sigma™.

Le surnageant est décanté dans un autre tube pour le dosage des parameétres de
coagulation.
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1.5.2.2 DOAC Remove

Du méme fabriguant basée en Suisse. Le DOAC Remove (DR, 5-Diagnostics,
Heuberg, Switzerland) est présenté sous forme de mini-comprimés. Le protocole et

les résultats sont significativement comparables au DOAC Stop™ (58).

1.5.2.3 DP-Filter®

Le DP-filtre® est un dispositif de filtration des plasmas citratés. Il a pour réle
d’éliminer les anticoagulants oraux directs (AOD) a des concentrations de 0 a 1 000
ng / ml. Ce dernier n’est pas utilisé en routine mais uniquement a des fins de recherche
[Figure 22] (59).

ﬁl idge

add

600 p centrifuge p———
for 15 minutes /
of plasma connector at300g /!
‘Q pen]
y i
DOAC-free
DOAC Filter Pl

Figure 22 : Procédure d'utilisation du DP-filter®(40)
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2 MATERIELS ET METHODES

2.1 Automates/outils de dosage

2.1.1 Hémostase de routine
L’hémostase de routine, au CHU de Caen, est réalisé sur I'Atellica® COAG 360
(Siemens) [Tableau 7] (60).

Automate Atellica ® COAG 360 (Siemens) [Figure 23]
TP/INR, TCA, Fibrinogene,
Facteurs : V, VIII, Antithrombine
Innovin (TP), Actin FS (TCA), FV Deficient,
Réactifs utilisés FVIII Deficient, INNOVANCE Heparin,

INNOVANCE Antithrombine

Analyses réalisées

Tableau 7 : Analyses réalisées et réactifs utilisés pour Atellica ® COAG 360

Figure 23: Atellica ® COAG 360 (siemens) (59)

2.1.2 Hémostase spécialisée

L’hémostase spécialisée, au CHU de Caen, est réalisée principalement sur 'ACL-
TOP® 970 (Werfen).
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Automate

ACL-TOP® 970 (Werfen)

Analyses réalisées :

ACC : APTT-SP, dRVVT-S, dRVVT-C
PC Activité
PS Activité

Réactifs utilisés :

APTT-SP HemosIL®
dRVVT-Screeen HemosIL®
dRVVT Confirm HemosIL®

ProClot HemosIL®
Protein S Activity HemosIL®

Tableau 8 : Analyses réalisées et réactifs utilisés pour I'ACL-TOP ®970 (Werfen) [Figure 23]

Figure 24 : ACL-TOP® 970 (Werfen) (image prise au laboratoire du CHU de Caen)
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2.2 Méthodologie de dosage

2.2.1 Préparation des solutions de travail

Les matiéres premieres de l'apixaban et de rivaroxaban ont été achetées
auprés d'AlsaChim (lllkirch Graffenstaden) sous forme de poudre a diluer. Les
solutions meres a la concentration de 1mg/ml d'apixaban et de rivaroxaban ont été
obtenues par dissolution dans du diméthylsulfoxyde « DMSO ».

Les solutions meres ont été aliqguotées dans des microtubes a eppendorf avec un
volume total de 100pl et congelées a -80°C. 10ul de DMSO seul ont été congelées
dans les mémes conditions.

Au début des tests, la solution mere obtenue avec chaque principe actif ’AOD
a été décongelée, diluée successivement avec une solution saline tamponnée au
phosphate (PBS) sans Ca* et Mg#, pour obtenir des solutions intermédiaires a 50
pg/ml, 25 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml et 2.5 pg/mil.

Un volume de 10pl des solutions intermédiaires a été dilué dans le pool de plasma
normal (CRYOcheck™) pour obtenir nos solutions de travail concentrées a 25 ng/ml,
50 ng/ml, 100 ng/ml, 250 ng/ml et 500 ng/ml [Figure 25].

Le méme lot de pool de plasma normal a été décongelé, chauffés a 37 ° C au
bain-marie (PROLABO, STABBITHERM) pendant 10 min avant utilisation.

La concentration de DMSO dans le plasma était < 0,01 % (v/v) dans les

solutions finales de PNP (Pool Normal de Plasma).

2.2.2 Protocole

Un volume 100pl de DMSO seul a été congelé dans les mémes conditions que
les solutions méres.

Au début des tests la solution de DMSO a été décongelée puis ajoutée, volume
de 10pL, & un plasma sans AOD pour s’affranchir d’'une possible interférence du
DMSO sur nos tests.

Un plasma normal traité qu’avec du charbon a été utilisé pour interpréter 'influence du

charbon seul sur les parametres d’hémostase.
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Un plasma normal sans traitement par AOD a été dosé parallelement et qui servira de
témoin pour les différents tests [Figure 26].

N
o V,=50pl

Solution mére:

Ci=1mg/ml -
Vi=1ml :—'
V2=100pl v2=60pl
Solution fille:
Cz=50pg/mil
vpbs= 950ul
Vaz=1ml
=
Solution fille: Solution fille:
C.=25ug/ml Ce=10pg/ml
Vpbs= 100pl Vpbs= 240pl
Va=200pl Ve=300ul
V2=10ul Vi=10pl Ve=10p
=y W W

\ } \ 1'

LY \f
échantillon: echantillon: échantillon:
C2=500ng/ml Cs=250ng/ml C;=100ng/ml
Va=1ml Vs=1ml Vo=1ml

t + VplasmaL1 mil t

Figure 25 : Dilution a partir de la solution mere et préparation de solution
de travail & : 500, 250, 100 ng/ml. V : volume / C : concentration
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V=100l — ) Vs=50ul

Solution fille:

Ce=10upg/mil
Vs=300ul
Solution fille: a
C?:%ﬂl%l}n*:l < Solution T'll_lle-:
Vphs= 1UU|..|| 33:%15%]09"5“'
Vr=10ul Vo=2oou V=104l V.=200pl
v v
échantillon
Cip=25ng/m
Vig=1m
I Vplasma= 1 ml I

Figure 26 : Préparation de solution de travail a : 50, 25 ng/ml

2.2.3 Préparation des échantillons

Un total de deux séries de 26 échantillons de plasma a été utilisé. Dans chaque
série une moitié a été traitée avec 'AOD et I'autre moitié avec a la fois 'AOD et du
DOAC-Stop ™.

Les échantillons sans DOAC-Stop ™ étaient préparés de la fagon suivante :

e 6 échantillons de plasma normaux préparés avec des concentrations de 500,
250, 100, 50, 25 ng/ml de rivaroxaban et un dernier échantillon avec seulement
du DMSO.

e 6 échantillons de plasma normaux préparés avec des concentrations de 500,
250, 100, 50, 25 ng/ml d’apixaban et un dernier échantillon avec seulement du
DMSO.

e Un échantillon témoin.

Ces échantillons étaient testés directement aprés préparation sur les tests
d’hémostases définis dans le paragraphe suivant.

Les échantillons avec DOAC-Stop ™ étaient préparés de la facon suivante :
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e 6 échantillons de plasma normaux préparés avec des concentrations de
500, 250, 100, 50, 25 ng/ml de rivaroxaban et avec du DOAC-Stop ™ et un
dernier échantillon avec du DMSO et avec DOAC-Stop ™.
e 6 échantillons de plasma normaux préparés avec des concentrations de
500, 250, 100, 50, 25 ng/ml d’apixaban et un dernier échantillon avec du
DMSO et DOAC-Stop ™,
e Un échantillon témoin + DOAC-Stop ™.
Les échantillons étaient testés directement apres préparations pour s’assurer de leur
bonne concentration en AOD et sont conformes aux lignes directrices publiées qui
recommandent désormais les tests anti-Xa aux fins de mesure des médicaments(61).
Puis le DOAC-Stop ™ y était ajouté selon le protocole défini au chapitre 0. Pour les
concentrations supérieures a 350 ng/ml (qui correspond a la limite supérieure de la
courbe standard de calibration) une étape de pré-dilution de I'échantillon au 1/3 a
permis de fournir une valeur précise de la concentration de I'échantillon pour ’AOD
correspondant. Une limite de quantification était également présente a de faibles
concentrations de médicaments (<20 ng/ml).
L’ensemble des tests d’hémostase définis dans le paragraphe suivant étaient alors
réalisés
L’ensemble de ses préparations a été réalisé une seconde fois sur une nouvelle série
de 26 échantillons a quelques jours d’écart pour s’assurer de la reproductibilité de la
manipulation.
Afin d’assurer une bonne reproductibilité et répétabilité, un objectif de 6 mesures par
paramétre d’hémostase et par type d’échantillon a été défini. Ces mesures étaient
effectuées par 3 fois pour chaque échantillon lors de la premiére série puis répétées a
nouveau par 3 fois pour chaque échantillon lors du passage de la deuxieme série.
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2.2.4 Tests d’hémostase de routine

Les paramétres mesurés pour interpréter l'effet de I'AOD sur les tests
d’hémostase sont: TP, TCA, FV, FVIII.

2.2.5 Tests d’hémostase spécialisée

Pour les tests d’hémostase spécialisée, seul les paramétres du bilan de
thrombophilie ont été étudiés.
L'activité antithrombine (dosage réalisé sur I'Atellica® COAG 360), l'activité de la
protéine C et S et la recherche I’ACC (dRVVT-S, dRVVT-C, APTT-SP, Indice de
Rosner : dosages faits sur ACL TOP® 970 (Werfen)).

2.2.6 Tests statistiques

Les tests statistiques et les présentations graphiques ont été effectués a l'aide
de XL-Stat version 2023.1.6.

Les répétabilités en deux temps différents ont été comparées a I'aide d’un test
non paramétrique de Friedman afin de déterminer s’il était possible de les regrouper
en un seul groupe de répétabilités.

L’étude des paramétres testés avant et apres le traitement a I'AC de plus de deux
groupes, s'est faite par analyse de variance a mesures répétées (ANOVA a mesures
répétées) ou les hypothéses de normalité et d'homogénéité des variances ont été
remplies par le test Shapiro. Un test non paramétrique de I'analyse de variance avec
mesures répétées de Friedman a été utilisé quand les conditions de normalités
n’étaient pas remplies. Tous les tests d'hypothéses étaient basés sur un seuil de

significativité statistique de 0,05.
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3 RESULTAT

3.1 Mesure a conditions différentes

Afin de constituer un groupe homogéne de 6 répétabilités. Les répétabilités a

trois mesures obtenues a deux temps différents ont été comparées.

Aucune différence significative, entre les deux conditions de mesures, n’a été

trouvée que ce soit pour les différents tests liés a I'apixaban ou au rivaroxaban. Les

résultats ci-dessous concernent la mesure du TP pour I'apixaban [Tableau 9]. Le reste

des résultats sont présentés en [Annexe 5](TCA, FV, FVIII). Les mémes tests ont été

réalisés sur le Rivaroxaban pour le TP (p-Value=0.5), TCA (p-Value=0.4), FV (p-
Value=0.08) et FVIII (p-Value=0.5) [Annexe 6].

TP (%)
T1 T2 p- T1 Ac T2 Ac p-
m+e m+e Value* m+e m+e Value*

Echantillo

Plasma
L 107.9+1.3 | 109.4x091 | 008 | 107.2+1.1 | 108+2.9 | 0.56

témoin

Apixaban
103.1+1.95 | 106.9+1.0 | 0564 |106.9+2.03 | 105.5+0.3 | 0.56

25 ng/ml

Apixaban
101.4+2.10 | 106.5£0.10 | 008 |105.8+1.01 | 105.6+1.4| 0.56

50 ng/ml

Apixaban
101.3+1.29 | 103+0.85 | (.08 | 103.7+0.8 |103.9+0.9| 0.56

100 ng/ml

Apixaban
93.13+1.85| 95.9+1.4 0.08 | 102.7+2.7 | 104.7+1.4| 0.56

250 ng/ml
Apixaban | gnci 150 | 834213 | 008 | 1047 1.8 | 104.9+1.4 | 0.56

500 ng/ml

Tableau 9 : Comparaison des résultats répétés pour le TP a deux temps de mesures
différents (T1+T2) avant et aprés charbon pour I'apixaban avec la p-Value<0.05. Test
Friedman. m : moyenne, e : écart type
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3.2 Influence du DMSO

Il n’a pas été observé de différence significative sur les parameétres testés, entre
les échantillons de plasma témoin et ceux composés de plasma avec DMSO que ce
Soit pour les séries testant le rivaroxaban et celles testant I'apixaban.

Il peut étre ainsi considéré que le DMSO n’interfere pas avec la mesure des différents

parameétres d’hémostase au risque a=0.05 [Figure 27].

=—4&—Plasma Plasma+DMSO === Plasma+DMSO
180
- p=0.989
140
p=0.79 p=0.99

120
- e o i a9 M
% p=0.99

60
20 p=0.94

. i

0

TP (%) TCA (5) FV (%) FVIIIL (%) AT (%)

Figure 27 : Comparaison des différents paramétres d'hémostase de routine entre plasma
témoin et plasma traité avec du DMSO pour la série apixaban (jaune) et rivaroxaban (vert).
Test Anova a mesure répétées p :p-Value

3.3 Influence du charbon

Lors de la comparaison d’un plasma témoin avec un plasma traité avec du
charbon, il n’a pas été observé de différence significative sur le TCA, FV, FVIII et AT
[Tableau 10].

Toutefois, sur la mesure du TP il a été observé une sous-estimation, significative (p-
Value =0.046) [Figure 28].
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Plasma témoin Plasma avec AC
Test Moyenne +Ecart type Moyenne + Ecarttype
TP 109,8+1.1 107,7+2.0
TCA 25.6+0.7 25.9+0.6
FVII 102.5+3.7 103.0+3.3
FV 142.7+5.6 142.0+6.7
AT 108.2+5.3 107.04+3.5

Tableau 10 : Comparaison du plasma témoin & un plasma avec DOAC-Stop™ (moyenne +*
écart-type) **Test Anova a mesure répétées (condition de normalité respectée avec le test

Shapiro)
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Figure 28 : Comparaison des différents paramétres d'hémostase de routine entre plasma
témoin (bleu) et le plasma traité avec du charbon actif (orange) : p-Value
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3.4 Effet du charbon sur les concentrations mesurées en apixaban et
rivaroxaban

Des tests anti-Xa spécifigues ont montré une bonne corrélation entre les
concentrations de médicament attendus et les résultats obtenus avec l'utilisation de

calibrateurs spécifiques d'apixaban et de rivaroxaban.

Les concentrations moyennes mesurées avant I'ajout d'AC étaient de 578,
274.86, 104.7, 49.14 et 27.8 ng/ml pour I'apixaban et de 536.5, 259.5, 110.3, 50.83,
26.7 ng/ml pour le rivaroxaban [Annexe 4-Annexe 5].

Apres addition d'AC les concentrations mesurées étaient inférieures a la limite de
guantification (<20ng/ml) dans 100 % des cas. Les résultats ont été présentés avec

les moyennes et écarts types ci-dessous [Figure 29-Tableau 11].
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Figure 29 : Impact de DOAC-Stop™ sur différentes concentrations en apixaban et
rivaroxaban avant et aprés AC
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Concentration (ng/ml, moyenne + ET)
N* | LQ (ng/ml) Pas de charbon actif + charbon actif
Apixaban 6 20 27,86+ 1,21 <LQ
Rivaroxaban | 6 20 26,7+ 2,34 <LQ
Apixaban 6 20 49,14+ 5,2 <LQ
Rivaroxaban | 6 20 50,83+ 7.55 <LQ
Apixaban 6 20 104,71+ 3,9 <LQ
Rivaroxaban | 6 20 110,33+ 6,34 <LQ
Apixaban 6 20 274,86+ 13,37 <LQ
Rivaroxaban | 6 20 259,5+ 6,47 <LQ
Apixaban 6 20 578,5+22,56 <LQ
Rivaroxaban | 6 20 536,5+ 20,38 <LQ

Tableau 11 : Moyenne + Ecart type des concentrations en AOD avant et aprés l'ajout d'AC
de 25, 50, 100, 250 et 500 ng/ml. Test Anova a mesure répétées. N : Nombre de fois/ LQ :
limite de quantification

3.5 Influence de I’apixaban sur les tests d’hémostase

Les résultats sont exprimés en concentrations mesurées et non en
concentrations souhaitées de 25, 50, 100, 250 et 500 ng/ml en apixaban.

3.51 TP

Une différence significative du TP a été observée a partir de la concentration la
plus basse en apixaban (concentration souhaitée de 25 ng/ml mesurée a 27.8 ng/ml)

par rapport a un plasma témoin (p-Value=0.007) [Annexe 5].

Une corrélation inverse du TP avec les concentrations en apixaban (R?=0,94) a été

retrouvée, néanmoins sans atteindre des taux <65% [Figure 30].

L’apixaban sous-estime la valeur du TP.
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Effet de I'apixaban sur le TP avant charbon actif
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Figure 30 : Représentation en Box-plots de différentes concentration d’apixaban surle TP en
l'absence de charbon *p-value <0.05

Etant donné l'interférence du charbon sur le TP et a cela s’ajoute des résultats
des tests statistiques de significativité aléatoire en fonction des concentrations en
apixaban [Annexe 5], il n’a pas été possible d’'interpréter les données obtenues apres
traitement par le charbon. Cependant on peut observer que le TP tend a se normaliser

apres traitement par charbon actif [Figure 31].
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Figure 31 : Représentation en Box-plots de l'effet de I'apixaban sur la mesure du TP avant et
aprés ajout de charbon actif (AC)

3.5.2 TCA

Il n’a pas été observé de différence significative de la mesure du TCA jusqu’a
une concentration mesurée de 27.8 ng/ml en apixaban par rapport a un plasma témoin
[Annexe 5]. Au-dela, l'apixaban allonge le TCA de facon proportionnelle a sa

concentration (R?=0.95).
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Apres ajout du charbon, les mesures du TCA obtenues sont significativement

non différentes de celles obtenues pour le plasma témoin [Figure 32].
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Figure 32 : Représentation en Box-plots de I'effet de I'apixaban sur la mesure du TCA avant
et aprés ajout de charbon actif (AC)

3.5.3 Facteur V

Aucune différence significative du taux de facteur V n’a été observée, jusqu’a
une concentration mesurée en apixaban de 104.7 ng/ml par rapport a un plasma
témoin [Annexe 5]. Une corrélation inverse du taux de FV avec les concentrations en
apixaban (R%270.96) a été observée. L’apixaban a pour effet de sous-estimer la valeur
du facteur V [Figure 33].
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Figure 33 : Courbe de corrélation des moyennes des 6 répétabilités du Facteur V
pour chague concentration en concentration en Apixaban

Apres ajout du charbon, pour toutes concentrations en apixaban, il n'a été
observé aucune différence significative de taux de facteur V par rapport au plasma

témoin [Annexe 5][Figure 34].

Avant charbon Apres charbon

Effet de I'apixaban sur le FV avant et apres charbon actif
155 -

150 A -
145 4 *
140 A == — =

Jupg.r
135 A

:
130 A .
+

125 4

FV (%)
4%

120 A

115 - |

110 T T T T T 1

- Loncentration en apixagan ng/mi (™ concentration signiticativement difrerente du plasma
témoin)

O rPlasma [ 25 ng/ml O 50 ng/mi O 100 ng/mi O 250 ng/mi [ 500 ng/mi

Figure 34 : Représentation en Box-plots de I'effet de I'apixaban sur la mesure du Facteur V
avant et aprés ajout de charbon actif (AC)
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3.5.4 Facteurs VIl

Il n’a pas été observé de différence significative du taux de facteur VIII jusqu’a
une concentration mesurée d’apixaban de 27.8 ng/ml par rapport a un plasma témoin
[Annexe 5]. Une corrélation inverse du dosage de facteur VIII aves les concentrations

en apixaban a été observée (R? =0.94) [Figure 35].

105 y =-0,037x + 99,408
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Figure 35 : Courbe de corrélation des moyennes des 6 répétabilités du Facteur VIII pour
chaque concentration en concentration en Apixaban avant charbon

Aprés ajout du charbon on retrouve des taux de FVIII significativement non

différents de ceux du plasma témoin [Figure 36] [Annexe 10].
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Figure 36 : Représentation en dot-plot de I'effet de I'apixaban sur la mesure du facteur VIII avant et
aprés ajout de charbon actif (AC)

3.6 Influence du rivaroxaban sur les tests d’hémostase

Les résultats sont exprimés en concentrations mesurées et non en

concentrations souhaitées de 25, 50, 100, 250 et 500 ng/ml en rivaroxaban.

3.61 TP

Une différence significative a été observée de la valeur du TP a partir d’'une
concentration souhaitée de 25 ng/ml et mesurée a 26.7 ng/ml par rapport a un plasma

témoin [Annexe 6]. Une corrélation inverse entre la valeur du TP et les concentrations
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en rivaroxaban a été observée (R?=0,91, p=0,003) [Figure 37]. Le rivaroxaban sous-

estime le TP.
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Figure 37 : Représentation en Box-plots de différentes concentrations de
rivaroxaban sur le TP en I'absence de charbon *p-value <0.05

Etant donné linterférence du charbon sur le TP et & cela s’ajoute des tests
statistiques de significativité aléatoire en fonction des concentrations en rivaroxaban,
il na pas été possible d’interpréter les données obtenues aprés traitement par le
charbon. Cependant on peut observer que le TP tend a se normaliser [Annexe 6]
[Figure 38].
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Figure 38 : Représentation en Box-plots de l'effet du rivaroxaban sur la mesure du TP avant
et aprés ajout de charbon actif (AC)

3.6.2 TCA

Aucune différence significative de la mesure du TCA n’a été observée jusqu’a
une concentration mesurée en rivaroxaban a 26.7 ng/ml par rapport a un plasma
témoin [Annexe 6]. Le rivaroxaban allonge le TCA de facon proportionnelle a sa
concentration (R2=0.98).

Aprés ajout du charbon, les TCA obtenus sont significativement non différents

du plasma témoin pour toutes les concentrations [Figure 39].
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Effet du rivaroxaban sur le TCA avant et apres charbon actif
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Figure 39 : Représentation en Box-plots de I'effet du rivaroxaban sur la mesure du TCA
avant et apres ajout de charbon actif (AC)
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3.6.3 Facteur V

Il n’a pas été observé de différence significative du taux de facteur V jusqu’a
une concentration mesurée en rivaroxaban de 26,7 ng/ml par rapport a un plasma
témoin [Annexe 6-Figure 40].
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Figure 40 : Courbe de corrélation des moyennes des 6 répétabilités du Facteur V pour
chaque concentration en concentration en rivaroxaban
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Une corrélation inverse du taux de FV avec les concentrations en rivaroxaban
(R?70.97) a été observée.
Aprés ajout du charbon, pour toutes concentrations en rivaroxaban il n’a été observé
aucune différence significative de taux de facteur V par rapport au plasma témoin
[Figure 41].
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Figure 41 : Représentation en Box-plots de I'effet du rivaroxaban sur la mesure du FV avant
et aprés ajout de charbon actif (AC)

3.6.4 Facteur VIl

Il n’a pas été observé de différence significative du taux de facteur VIII, jusqu’a
une concentration rivaroxaban de 26.7 ng/ml par rapport a un plasma témoin [Annexe
6]. Une corrélation inverse du taux de facteur VIII avec les concentrations en

rivaroxaban a été observée (R? =0.94) [Figure 42].
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Figure 42 : Courbe de corrélation des moyennes des 6 répétabilités du Facteur VIII
pour chaque concentration en concentration en rivaroxaban

Aprés ajout du charbon on retrouve des concentrations significativement non
différentes des concentrations du plasma témoin [Figure 43]

Avant charbon Aprés charbon

Effet du rivaroxaban sur le FVIII avant et apres charbon actif

o By e
SR P

£
S 75
L *

65 ==

55

*
as
35

Concentration en rivaroxaban ng/ml

O plasma [ 25 ngs/ml O 50 ng/mi O 100 ng/mi O 250 ng/mi £ 500 ngsmi

Figure 43 : Représentation en Box-plots de I'effet du rivaroxaban sur la mesure du FVIII
avant et apres ajout de charbon actif (AC)
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3.7 Effet de I’apixaban sur ’lhémostase spécialisée

Les résultats sont exprimés en concentrations mesurées et non en

concentrations souhaitées de 25, 50, 100, 250 et 500 ng/ml en apixaban.

3.7.1 Antithrombine

A des concentrations d’apixaban inférieures a une concentration mesurée a
49.1 ng/ml il n’a pas été retrouvé de différence significative de I'apixaban sur I'activité
de I'antithrombine par rapport a un plasma témoin [Annexe 7].

Une corrélation proportionnelle de lactivit¢ de Iantithrombine avec les
concentrations en apixaban a été observée (R? =0.88) [Figure 44]. L’apixaban a pour

effet de surestimé I'activité de I'antithrombine.
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Figure 44 : Courbe de corrélation des moyennes des 6 répétabilités de 'AT pour
chaque concentration en concentration en apixaban

Aprés ajout du charbon, des taux significativement non différents de ceux du plasma
témoin ont été trouvés pour 'activité de I'antithrombine. [Figure 45] [Annexe 7].
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Figure 45 : Représentation en Box-plots de l'effet de I'apixaban sur la mesure de

I'antithrombine avant et apres ajout de charbon actif (AC)
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3.7.2 APTT-SP

A des concentrations mesurées d’apixaban inférieures a 24 ng/ml il n’a pas été
retrouvé de différence significative de I'apixaban sur I'allongement du APTT-SP, sur
un total de 6 répétabilités, par rapport a un plasma témoin. Néanmoins I'allongement
de ce temps est interprété sur le ratio APTT-SP M (plasma avec apixaban) /T, s'il est

supérieur a 1.2 il est positif 1.3.3.1.1.
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Figure 46 : Dispersion de points des différents ratio APTT-SP M/T obtenues a différentes
concentrations en Apixaban par rapport a la droite (en rouge) représentant le seuil de
positivité a 1.2 avant AC

Sur la moitié des répétabilités obtenues le ratio positif a été observé a des
concentrations mesurées en apixaban de 293.6 & 550 ng/ml [Figure 46].
Pour les valeurs ayant un ratio positif ou faiblement positif (12-15), on poursuit les
investigations en mesurant le APTT-SP du mélange plasma témoin (pool plasma
normal) + plasma malade (nos plasmas avec apixaban) pour le calcul de l'indice de
Rosner comme expliqué dans le paragraphe 1.3.3.1.
Aprés le mélange, I'indice de Rosner reste positif pour les concentrations strictement
supérieures a 293.6ng/ml. Ainsi le mélange ne permet pas de s’affranchir de I'effet de

I'apixaban a des concentrations supérieures a 293.6 ng/ml sur le APTT-SP [Figure 47].
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Figure 47 : Dispersion de points des différents indices de Rosner obtenues a différentes
concentrations en Apixaban par rapport a la droite (en rouge) représentant le seuil de
positivité de l'indice de Rosner 15 et faiblement positif 12 Avant AC

Aprés Ajout de charbon actif, il a été retrouvé des temps de APTT-SP
significativement non différents du plasma témoin, sur un total de 5 répétabilités. Ainsi
comme le ratio M/T est dans tous les cas <1.2, l'indice de Rosner n’a pas été calculé

[Annexe 7][Figure 48].
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Figure 48 : Dispersion de points des différents ratio M/T obtenues a différentes

concentrations en Apixaban par rapport a la droite (en rouge) représentant le seuil de

positivité a 1.2 Aprés AC

3.7.3 dRVVT-S

A des concentrations d’apixaban inférieures a une concentration mesurée a 99

ng/mlil n’a pas été démontré de différence significative de I'apixaban sur I'allongement
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Figure 49: Distribution des points selon la moyenne obtenue du dRVVT-S pour
chaque répétabilité avant charbon
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du dRVVT-S par rapport & un plasma témoin, sur un total de 6 répétabilités [Figure
49].

Néanmoins I'allongement de ce temps est interprété sur le ratio dRVVT-S M (plasma
avec apixaban) /T, s'il est supérieur a 1.10 il est positif 1.3.3.2 Il a été relevé que ce

test est positif a partir d’'une concentration mesurée a 45 ng/ml d’apixaban [ Figure 50]
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Figure 50 : Dispersion de points des différents ratios de dRVVT-S M/T obtenues a différentes
concentrations en apixaban par rapport a la droite (en rouge) représentant le seuil de
positivité a 1.10 avant AC
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Aprés ajout de charbon actif, il a été observé des temps de dRVVT-S
significativement non différents du plasma témoin et le ratio négatif, sur un total de 3-
4 répétabilités [Annexe 7][Figure 51][Figure 52].
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Figure 51 : Distribution des points selon la moyenne obtenue du dRVVT-S pour
chaque répétabilité aprés charbon
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Figure 52 : Dispersion des différents ratios de dRVVT-S M/T, en nuage de points, obtenues
a différentes concentrations en apixaban par rapport a la droite (en rouge) représentant le
seuil de positivité a 1.10 aprés AC
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3.74 dRVVT-c

A des concentrations d’apixaban inférieures a une concentration mesurée a 99
ng/ml il n'a pas été trouvé de différence significative de I'apixaban sur I'allongement
du dRVVT-c par rapport & un plasma témoin [Figure 53].

Néanmoins le ratio normalisé (ratio dRVVT-S/ratio dRVVT-c) est positif dés 45 ng/ml

en apixaban.
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Figure 53 : Distribution des points selon la moyenne obtenue du dRVVT-c pour chaque
répétabilité avant charbon
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Figure 54 : Dispersion de points des différents ratios de dRVVT-c M/T obtenues a différentes
concentrations en apixaban par rapport a la droite (en rouge) représentant le seuil de positivité a 1.2
avant AC
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Aprés Ajout de charbon actif, les temps dRVVT-c mesurés sont
significativement non différents par rapport a un plasma témoin et les ratios normalisés

négatifs, pour un total de 3 répétabilités [Annexe 7][Figure 55].
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Figure 55 : Distribution des points selon la moyenne obtenue du dRVVT-c pour chaque
répétabilité apres charbon

3.7.5 Protéine S
A des concentrations d’apixaban inférieures a une concentration mesurée a
99 ng/ml il n’a pas été démontré de différence significative de I'apixaban sur I'activité
de la protéine S par rapport a un plasma témoin. L’apixaban a pour effet de

surestimer la protéine S [Figure 56].
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Figure 56 : Représentation en Box-plots de I'effet de I'apixaban sur l'activité de la protéine
S avant ajout de charbon actif (AC)

Aprés ajout du charbon, il n’a été observé aucune différence significative de

taux de PS par rapport au plasma témoin sur un total de 3 répétabilités [Annexe 7]
[Figure 57].
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Figure 57 : Représentation en Box-plots de I'effet de I'apixaban sur l'activité de la
protéine S aprés ajout de charbon actif (AC)

3.7.6 ProtéineC

A des concentrations d’apixaban inférieures a une concentration mesurée a
293.6 ng/ml il n’a pas été demontré de différence significative de I'apixaban sur
'activité de la protéine C par rapport a un plasma témoin. L’apixaban surestime
I'activité de la protéine C sur un total de 4 répétabilités [Figure 58]
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Figure 58 : Représentation en Box-plots de l'effet de I'apixaban sur l'activité de la

protéine C avant ajout de charbon actif (AC)

Aprés ajout du charbon, il n’a été observé aucune différence significative de

taux de PC par rapport au plasma témoin su un total de 4 répétabilités [Figure 59]

[Annexe 7].
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Figure 59 : Représentation en Box-plots de I'effet de I'apixaban sur l'activité de la

protéine C apres ajout de charbon actif (AC)
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3.8 Effet du rivaroxaban sur ’hémostase spécialisé

3.8.1 Antithrombine

A des concentrations en rivaroxaban inférieures a une concentration mesurée
a 50.8 ng/ml on ne démontre pas de différence significative du rivaroxaban sur I'activité
de I'antithrombine par rapport a un plasma témoin [Annexe 8].

Une corrélation proportionnelle de l'activité de I'antithrombine a été observée
avec les concentrations en rivaroxaban (R? =0.90). Le rivaroxaban a pour effet de

surestimé le taux de I'antithrombine [Figure 60]
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Figure 60 : Courbe de corrélation des moyennes des 6 répétabilités de I'AT pour
chaque concentration en concentration en rivaroxaban

Aprés ajout du charbon on retrouve des taux significativement non différents

des taux du plasma témoin pour 'activité de I'antithrombine [Figure 61] [Annexe 8].
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Figure 61 : Représentation en Box-plots de I'effet de le rivaroxaban sur la mesure de I'AT
avant et apres ajout de charbon actif (AC)

3.8.2 APTT-SP

A des concentrations de rivaroxaban inférieures a une concentration mesurée
24 ng/ml il n'a pas été démontré de difféerence significative du rivaroxaban sur
'allongement du APTT-SP par rapport a un plasma témoin, sur un total de 6
répétabilités.
Néanmoins la positivité de ce test est interprétée par le ratio APTT-SP (M (plasma
avec rivaroxaban) /T) s’il est supérieur a 1.2 il est donc positif.
Le ratio est positif sur la moitié (50%) des répétabilités obtenues a des concentrations
en rivaroxaban de 102 a 550 ng/ml (tous les points au-dessus de la ligne rouge

représentant le seuil) [Figure 62] [Annexe 8].
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Figure 62 : Dispersion des points des différents ratio du APTT-SP (M/T) obtenues a
différentes concentrations en rivaroxaban par rapport a la droite (en rouge) représentant le
seuil de positivité a 1.2 avant AC

Pour les valeurs ayant un ratio positif ou faiblement positif, on poursuit les
investigations en mesurant le APTT-SP du mélange plasma témoin + plasma malade
comme vu précédemment.

Aprés le mélange (M+T), I'indice de Rosner reste positif que pour les concentrations
de 293.6ng/ml a 550ng/ml (points bleu et vert au-dessus du seuil). Donc le mélange
(M+T) ne permet pas de s’affranchir de I'effet du rivaroxaban sur le APTT-SP [Figure
63].
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Figure 63 : Dispersion de points des différents indices de Rosner obtenues a différentes
concentrations en rivaroxaban par rapport a la droite (en rouge) représentant le seuil de
positivité de l'indice de Rosner 15 avant AC

Apres Ajout de charbon actif, il a été retrouvé des temps de APTT-SP
significativement non différents du plasma témoin sur un total de 4 répétabilités. Ainsi
comme le ratio M/T est dans tous les cas <1.2, I'indice de Rosner n’a pas été calculé

[Figure 64].
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Figure 64: Dispersion de points des différents ratios du APTT-SP M/T obtenues a différentes
concentrations en rivaroxaban par rapport a la droite (en rouge) représentant le seuil de
positivité a 1.2 avant AC
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3.8.3 dRVVT-S

A des concentrations de rivaroxaban inférieures a une concentration mesurée
43 ng/ml il n'a pas été retrouvé de différence significative du rivaroxaban sur
lallongement du dRVVT-S par rapport a un plasma témoin sur un total de 6

répétabilités. [Figure 65].
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Figure 65: Distribution des points selon la moyenne obtenue du dRVVT-c pour
chaque répétabilité avant charbon

Le ratio dRVVT-S M/T est positif (1.3.3.1.2.), dés la plus faible concentration en
rivaroxaban (24 ng/ml) [Figure 65] [Annexe 8].
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Figure 66 : : Dispersion des points des différents ratios de dRVVT-S M/T obtenues a
différentes concentrations en rivaroxaban par rapport a la droite (en rouge) représentant le

seuil de positivité a 1.10 avant AC

Apres Ajout de charbon actif il a été retrouvé des temps de APTT-SP

significativement non différents du plasma témoin et le ratio est négatif, sur un total de

4 répétabilités[Figure 67] [Annexe 8]. [Annexe 8].
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Figure 66 : : Dispersion des points des différents ratios de dRVVT-S M/T obtenues a différentes

concentrations en rivaroxaban par rapport a la droite (en rouge) représentant le seuil de

positivité a 1.10 avant AC
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Figure 67 : Dispersion en nuage de points des différents ratios de dRVVT-S M/T obtenues a
différentes concentrations en rivaroxaban par rapport & la droite (en rouge) représentant le
seuil de positivité a 1.10 aprés AC

3.8.4 dRVVT-c

A des concentrations mesurées en rivaroxaban inférieures a 102 ng/ml il n’a
pas été démontré de différence significative du rivaroxaban sur l'allongement du

dRVVT-c par rapport & un plasma témoin sur un total de 6 répétabilités [Figure 68].
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Figure 68 : Distribution des points selon la moyenne obtenue du dRVVT-c pour
chaque répétabilité avant charbon
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Néanmoins le ratio normalisé (ratio dRVVT-S/ratio dRVVT-c) est positif dés 43
ng/ml en rivaroxaban.

Apres Ajout de charbon actif il a été retrouvé des temps dRVVT-c
significativement non différents par rapport a un plasma témoin et les ratios normalisés

sont négatifs sur un total de 4 répétabilités [Figure 69Erreur ! Source du renvoi

38,5 T .
Aprés charbon
38 +

375 + (¢} o

w
~
|
T

o

- o——o o +

0365 + (¢

> o

= 36 4 2

x

g . IERI

35,5 + o Q—+—o © © [¢)
o
35 + % o

o o

345 4

Plasma 25 50 100 250 500

Concentrations en rivaroxaban

Figure 69 : Distribution des points selon la moyenne obtenue du dRVVT-c pour chaque
répétabilité apres charbon

introuvable.] [Annexe 8].
3.8.5 Protéine S

A des concentrations de rivaroxaban inférieures a une concentration mesurée
102 ng/ml il n’a pas été démontré de différence significative de rivaroxaban sur
I'activité de la protéine S par rapport a un plasma témoin sur un total de 6 répétabilités.
Le rivaroxaban a pour effet de surestimer la protéine S [Figure 70]
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Figure 70 : Représentation en box-plot de l'effet du rivaroxaban sur l'activité de la protéine S
avant ajout de charbon actif (AC)

Aprés ajout du charbon il a été retrouvé des concentrations significativement non
différentes des concentrations du plasma témoin pour I'activité de la protéine S sur un
total de 3 répétabilités [Figure 71][Annexe 8].
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Figure 71 : Représentation en box-plot de I'effet du rivaroxaban sur l'activité de
la protéine S apres ajout de charbon actif (AC)
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3.8.6 Protéine C

A des concentrations de rivaroxaban inférieures a une concentration mesurée
a 200.25 ng/ml il n’a pas été démontré de différence significative du rivaroxaban sur
I'activité de la protéine C par rapport & un plasma témoin sur un total de 6 répétabilités
[Figure 72].

Le rivaroxaban a pour effet de surestimer la protéine C.
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Figure 72 : Représentation en box-plot de l'effet de I'apixaban sur l'activité de la
protéine C avant ajout de charbon actif (AC)

Aprés ajout du charbon il a été retrouvé des concentrations significativement non

différentes des concentrations du plasma témoin sur un total de 4 répétabilités [Figure
73] [Annexe 8].
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Figure 73 : Représentation en box-plot de I'effet du rivaroxaban sur l'activité de la
protéine C apres ajout de charbon actif (AC)

3.9 Comparaison de I'effet apixaban versus rivaroxaban

3.9.1 Test réalisé sur I’Atellica ® COAG 360 :

L'impact des interférences induites aux différents tests d’hémostase réalisés sur
'Atellica ® COAG 360 s'est révélé plus marqué pour le rivaroxaban que pour
I'apixaban, et il est proportionnel aux concentrations d'anticoagulants oraux directs
(AOD) [ Figure 74- Figure 75].
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Figure 74 : Impact du rivaroxaban et apixaban a différentes concentrations sur la mesure du
taux de FV (%)
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Figure 75 : Impact du rivaroxaban et apixaban a différentes concentrations sur la mesure du
taux de facteur FVIII (%)
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3.9.2 Testréalisé sur ACL-TOP ® 970 :

En ce qui concerne les tests effectués pour détecter la présence de
I'anticoagulant lupique (LA), l'interférence est plus marquée avec le rivaroxaban

gu'avec l'apixaban.

Il a été observé des résultats faussement positifs (c'est-a-dire des valeurs
dépassant le seuil de positivité) dans tous les tests de recherche de LA, pour

I'apixaban ou rivaroxaban [Figure 76].
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Figure 76 : Histogrammes groupés en fonction des différentes analyses de dépistage de LA :
dRVVt-S, dRVVT-c et APTT-SP comparés entre I'apixaban et le rivaroxaban a différentes
concentrations en (représentation en histogramme de la moyenne des mesures de chaque
répétabilité obtenue pour chaque concentration)

Les taux d'activité des protéines C et S, mesurés par le biais du test de
coagulation, étaient influencés par les concentrations de rivaroxaban et d'apixaban et

présentaient une corrélation proportionnelle significative [Figure 77].
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Effet de I'apixaban et rivaroxaban sur la PC et PS avant charbon
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Figure 77 : Impact du rivaroxaban et apixaban a différentes concentrations sur la mesure de

la PS et PC (%)
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4 DISCUSSION ET PERSPECTIVE

Cette étude a révélé plusieurs résultats significatifs. Tout d'abord,
conformément aux conclusions précédemment rapportées dans la littérature (54), il a
été constaté un allongement du temps de céphaline activée (TCA) ainsi qu'une sous-
estimation des taux de facteur V (FV), facteur VIII (FVIII) et prothrombine (TP) lors des
tests d'hémostase de routine. L'impact de cette interférence s'est révélé plus marqué
pour le rivaroxaban que pour l'apixaban, et il est proportionnel aux concentrations

d'anticoagulants oraux directs (AOD).

De plus, d'autres études antérieures ont également signalé une interférence des
AOD avec différents réactifs, y compris ceux utilisés au laboratoire du CHU de Caen,
pour mesurer le TP et le TCA dans des échantillons de plasma contenant diverses

concentrations d'apixaban et de rivaroxaban (50).

En ce qui concerne le rivaroxaban une baisse significative a été observée deés la plus
faible concentration (25ng/ml), & noter que le facteur VIl baisse a des taux <50%.
Néanmoins, il est important de noter que, méme avec la concentration la plus élevée
d'apixaban (550 ng/ml), nous n'avons pas observé de taux de facteurs (V et VIII)
inférieurs a 50%. Cette constatation suggere que nous pouvons établir le taux de
facteur V si la concentration en apixaban est inférieure a 100 ng/ml (concentration a
laquelle aucune différence significative n'a été observée par rapport & un plasma
témoin est de p=0.39) (63).

Deuxiémement en ce qui concerne '’hémostase spécialisé, I'antithrombine (AT) dont
le réactif Innovance® utilisé au CHU de Caen, est un test basés sur l'anti-Xa. En
conséquence, comme attendu il est affecté par I'apixaban et le rivaroxaban de maniére
proportionnelle a leur concentration plasmatique en particulier lorsque ces derniers
dépassent les 100 ng/mL. En revanche, il est important de souligner qu’il existe
d’autres tests pour quantifier AT qui eux sont basés sur les anti-lla chez Stago
Stachrom et Siemens Berichrom, et selon la littérature ces tests ne sont pas affectés
par le rivaroxaban et I'apixaban (64).

L'activité de la protéine C et protéine S mesurée a l'aide du test de coagulation
dépendait des concentrations de rivaroxaban et d’apixaban et présentait une

corrélation proportionnellement significative (65). Cependant, la encore, l'apixaban a
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montré une interférence moins importante par rapport au rivaroxaban. Dans les études
de Bonar et al et Gosselin R et al, les inhibiteurs du FXa induisaient une activité PS
et PC faussement élevée (54,66). Dans les résultats de cette these, quelques valeurs
aberrantes ont été identifiées. Elles ont été exclues, notamment pour les dosages des
protéines S et C, en raison de la faible stabilité dans le temps des réactifs utilisés (2
heures). La simultanéité des dosages pour plusieurs échantillons de la série
d'hémostase spécialisée n'a pas permis de respecter le temps de stabilité requis pour
chaque réactif.

Néanmoins il existe d’autres méthodes de mesure pour la PC et PS : méthode
chromogénique et antigénique, selon la littératures ces méthodes ne sont pas
perturbées par les AOD (66,67).

Concernant les tests effectués pour le dépistage de LA, on remarque toujours
une interférence plus marquée pour le rivaroxaban que pour I'apixaban. Des résultats
faussement positifs pour tous les tests de recherche de LA (APTT-SP, dRVVT-S,
dRVVT-c et rapport normalisé dRVVT-c) ont été observés quel que soit 'AOD
(apixaban ou rivaroxaban) (32).

Les résultats de ce travail ont montré que les xabans avaient un impact plus élevé sur
le test de dépistage dRVVT par rapport au ratio APTT-SP. Le nombre de valeurs
faussement positives était obtenu a des concentrations plus faible pour le dépistage
dRVVT que pour le ratio APTT-SP et ceci quel que soit 'AOD pris en compte (68).
Ces observations concordent avec les publications récentes montrant que le dépistage
dRVVT est le test le plus sensible a la présence des AOD (54,69).

La troisieme partie traite des résultats utilisant un neutralisant commercial
d’AOD, DOAC Stop™, utilisé conformément aux recommandations du fabricant. Les
résultats obtenus sans ce travail montrent que l'agent adsorbant DOAC Stop™ est trés
efficace pour rendre les AOD indétectables dans les différents plasmas testés méme
a des concentrations élevées 536.5, 578.5 ng/ml respectivement pour le rivaroxaban

et apixaban.
Le DOAC-Stop ™ a pu neutraliser significativement la fausse réduction induite

par le rivaroxaban et I'apixaban permettant ainsi d’interpréter le FV et le FVIII et le faux

allongement du TCA.
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Toutefois il a été retrouvé une interférence aléatoire significative, du charbon
sur la mesure du TP dans un plasma sans AOD avant et apres AC et cela n’a pas été
trouvé dans d’autres études. Cependant un effet secondaire procoagulant de I'AC,
dont le mécanisme n’a pas été encore décrit, dans un plasma dépourvu d’AOD a déja
été décrit (67,70). L’explication avancée est une diminution du niveau d'inhibiteur de
la voie du facteur tissulaire (TFPI), ce mécanise serait plus important quand le volume

de plasma utilisé est faible (<1,0 ml), ce qui a été le cas dans nos tests.

DOAC-Stop ™ a raccourci les temps de mesures pour '’APTT-SP, dRVV1-S et dRVVt-
c rendant les temps proches du plasma témoin et les ratios négatifs.

L efficacité du DOAC Stop ™ a été plus documentée dans la littérature pour I'utilisation
dans les bilans de thrombophilie que pour ’'hémostase de routine (67,71-76). Un étude
a également montré sa supériorité comparativement a I'andexanet alfa (63).

Les principales limites de ce travail comprennent le faible nombre d’échantillons
testés. De plus, les résultats ne peuvent pas étre généralisés a d’autres tests ou
couples automate-réactifs.

Bien que l'utilisation d’'un pool de plasma normal ne permette pas d’observer
des différences interindividuelles dans la réponse aux agents adsorbants de 'AOD,
c’est un modéle intéressant pour évaluer et comparer le profil des différentes
concentrations d’anticoagulants.

Il peut étre noté comme limite a cette étude I'utilisation de poudres d’AODs. En
effet, les principes actifs pures du rivaroxaban et de I'apixaban peuvent avoir un
comportement différent lors qu’ils sont ajoutés au plasma témoin comparativement a
ce que l'on pourrait observer sur des plasmas de patients ayant consommeés ces
molécules per os. Cette différence pourrait s’observer aussi bien au niveau des tests
d’hémostase qu’au niveau de l'interaction avec le CA. Cependant les études réalisées
sur des plasmas de patients traités par AODs sont concordantes avec les résultats
obtenus ici (67,71-76).

Ainsi au vu de ces premiers résultats, pour valider pleinement l'utilisation du
charbon actif au CHU de Caen une étude utilisant des plasmas de patients traités par
rivaroxaban ou apixaban parait nécessaire.

A Tl'avenir, il serait pertinent d'envisager une évaluation visant a déterminer si

les résultats sont influencés par le groupe sanguin des patients (77).
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L’utilisation d'un neutralisant des AOD tel que DOAC-Stop™ est peu colteuse
et fournit une solution au laboratoire pour permettre une évaluation sOre des
parameétres de routine (a I'exception du TP qui nécessite plus de données) et des
parameétres du bilan de thrombophilie PC, PS et le LA. Cela permettrait de s’affranchir
d’une fenétre thérapeutique de 72 heures sans AOD pour la réalisation du bilan sans

interférences en particulier dans le cadre des bilans de thrombophilie.
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5 CONCLUSION

Ce travail a confirmé que le rivaroxaban et I'apixaban provoquent des
interférences sur les tests chronométriques (TP, TCA, FV, FVIII, ACC). L'impact de
'AOD est dépendant de la molécule concernée, de sa concentration et du test de
coagulation demande.

Cette étude a permis de se rendre compte du faible impact de I'apixaban sur le
FV, ce qui permettrait, & I'avenir, au laboratoire du CHU de Caen de communiquer le
taux de facteur V si la concentration en apixaban est <100ng/ml (La concentration a
laquelle aucune différence significative n'a été observée par rapport a un plasma

témoin).

Cette interférence des AOD sur les paramétres de coagulation si elle n’est pas prise
en compte peut conduire a des erreurs d’interprétation des bilans avec de possibles
conséquences sur la prise en charge des patients

La procédure avec un adsorbant telle que le DOAC-Stop ™ est apparue comme
un moyen efficace et simple pour surmonter l'interférence des AOD sur les tests de
coagulation dont la significativité statistique a été démontrée.

Ces résultats prouvent que le DOAC-Stop™ neutralise efficacement
l'interférence induite par le rivaroxaban et I'apixaban méme a des concentrations

supra-thérapeutiques.

L’utilisation du charbon actif permet de réaliser un bilan de thrombophilie chez les
patients traités par du rivaroxaban ou de I'apixaban sans nécessité de fenétre
thérapeutique. Cela offre une plus grande souplesse pour la réalisation de ce bilan et
cela n’expose pas le patient au risque d’un arrét de traitement.

Ces premiers résultats encourageants doivent étre consolidés par la réalisation de

tests sur des plasmas de patients traités par AOD avant une utilisation en routine.
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Annexe 1 : Fiche technique DOAC-Stop™
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ANNEXE 2

ALSACHIM

CERTIFICATE OF ANALYSIS a Shimadzu Group Company
Product Name: Apixaban
Molecular Formula: €yt N,0,
Molecular Weight: 45950 g/mol
Structure: IP %
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Batch Number: SVI-ALS-14-084
Product Number: C2109
CAS Number: 503612-47-3
Storage: For a prolonged period, keep at -20°C (£5°C) in a closed container, away from light and moisture
Stability: Stable (36 months) (*)
Expiring date: Wednesday May 6, 2026
Solvent solubility: Sligthly soluble in Acetonitrile or Methanol. Soluble in Dimethyl sulfoxide, in Methanol with 0.5% formic acid
or in Acetonitrile/HCI IN (1/1),
Specification: Results:
Appearance: Off-white solid Off-white solid
Chemical Purity (HPLC): = 98.0% 99. T4
TH NMR: Conform to structure Conforms
13C NMR: Conform to strueture Conforms
Mass Spectrometry: Conform to structure Conforms
Manufacturing date: Monday March 17, 2014
Analysis date: Saturday May 6, 2023
Note: For research and development use only, not for use in humans. g-NMR purity (1 sample, 08MAY2023) : 98.2%.

Quality Review & Approval

Francis ROESSLINGER, Quality Manager
Date : Wednesday, May 10, 2023

Annexe 2 : Fiche produit de la poudre apixaban
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ANNEXE 3

CERTIFICATE OF ANALYSIS

ALSACHIM

a Shimadzu Group Company

Product Name: Rivaroxaban
Molecular Formula: CyH,CIN,0,5
Molecular Weight: 43588 g/mol
Structure: [~ H]
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Batch Number: TF-ALS-10-098
Product Number: C213%
CAS Number: I66TEI-02-8
Storage: For a prolonged period, keep at -20°C (£5°C) in a closed container, away from light and moisture
Stability: Stable (36 months) (*)
Expiring date: Wednesday May 6, 2026
Solvent solubility: Soluble in Dimethyl sulfoxide, in Acetonitrile, in a mixture of Acetonitrile and Hydrochlotic acid IN ot ina
mixture of Acetonitrile and Water
Specification: Results:
Appearance: White solid White solid
Chemical Purity (HPLC): 298.0% 599.5%
1H NMR: Conform to structure Conforms
13C NMR: Conform to structure Conforms
Mass Spectrometry: Conform to structure Conforms
Manufacturing date: Friday May 7, 2010
Analysis date: Saturday May 6, 2023
Note: For research and development use only, not for use in humans. g-NMR. pusity (1 sample, 03MAY2023) : 99.0%

Quality Review & Approval

Francis ROESSLINGER, Quality Manager
Date : Wednesday, May 10, 2023

Annexe 3 : Fiche produit de la poudre rivaroxaban
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ANNEXE 4

Cr\ O e Tél:+33(0)4 67 1071 20-Fax:+33 (0)4671071 21
g p p l‘ 83 rue Yves Montand - 34080 Montpellier, France
La cryopénle au service de I'hemostase contact@cryopep.com

www.cryopep.fr - www.cryopep.com

CERTIFICAT D"ANALYSES

CRYOcheck™ Pooled Normal Plasma

Référence Lot Péremption
CNN.10 LR L] LR L)

EXCLUSIVEMENT réservé au Diagnostic In Vitro
Ne pas utiliser en Tant que Calibrateur

) C€ awcf

Les résul ont #té ob dars les conditi e i 3 :
*  Instrument : STAR®, C524000
Tous les plasmas uthlisés pour la fabrication ont é0é testés et poésentent les résultats subants ©
Tests anti-coaguiant Lupus : Négatif
Test HIV 14 2, HOV, HbiAg Négatif
Test syphilis | Neégatif
Risque CJO/mvCID Satisfaisant
‘I’mlesdomemsélemomésmemma des niveaux ooqml&hamdeoowmeth
._k“u- de I, ion du plasma ast vérifié en conl Muﬂwwmawm
congélat
Pour utiliser le pool en tant que contréle, chaque laboratoire doit établir ses pragres umntﬁu'ﬁammzomlsmwm
indépendantes (Cembrowsks GS, Corey AN Lob v quality Mﬁm 1589),

Les résultats cl-dessous sont caiculés 3 parti- de données specif b 8 dinalson de réactifs et d'instruments
WRilisks pour des tests de contrdle de qualits interne. ulmmethmnhmMmM

. v ¢ _Anti-cardiolipine (laG)
Facteur Il y Anti-cardiolipine fras) Négatif ¢

Facteur V b Anti-B, glycoprotéine 1 (826P 159G Négatif ¢
Facteur VI _Anti-B; glycoprotéine 1 (3260 1/5om) Négatif
Facteur VI 102%* Anti-phosphatidyl sérine y&) Négatif *
Facteur IX 116% ' Inhibiteur :  Facteur VIII Neégatif *
Facteur X 107% 7 Facteur IX Négatif
Facteur XI 98% ’
Facteur Xl 116%* Les résultats peuvent varier en fonction des éguipements et des méthodes utilisés]
Controle Qualtté
par (e fabricant
‘M Cryopep sur ST
+ Dicarmind por Cyapep o 3460, Samers
* Ditermind par Cryepep
Fiche de sécurité Disponible sur simple demande auprés de notre service commercial
ud == ® &
Precision Biologic Inc. Emergo Europe CRYOPEP
140 Edeen Stubbs Avenue Prinsessegrocht 20 83, rue Yves Montand
Darmouth B3B8 0A9, Nova Scotia, Canade 2514 AP The Hogue, Pays-8as 34080 MONTPELLIER
Poge1/2
. PN 272022 Traducton ds cartificet docolyaes fourn par ke fobnzont

Annexe 4 : Fiche produit de pool normal de plasma
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ANNEXE 5

Auant Charbon L heschwbon
Apizaban ngfml Apizaban ngfml
Plazma  |lasma+DMS 25 50 100 280 500 Plazma AC| Plasma 25 50 100 250 500
107.3 038 048 1014 0.2 Ell Ikl 06,3 0.3 104 026] M5 0.1 026 Apizaban ngfml
103.8 10,4 07 1054 027 34,2 205 1084 1035 1069 063 1044 1053 06,2 cibles 25 50 100 250 500
e 110.4 104.5 031 1048 1003 4.2 g2 06,3 0.4 103 1043 1035 .7 3.7 23 52 106 277 552
: 103.4 10,6 1083 1065 04,7 375 254 1054 103.4 1055 04,2 1037 03,3 03,3 27 55 110 233 603
0.1 108 063 1063 038 4.7 1.3 mz noa 058 1027 1031 104.3 5.3 27 55 103 289 603
.2 14,3 1073 1065 103 355 82,3 107.7 .2 05,2 07 1048 106 105,68 Anti-Xa a 27 4 100 255 570
Moyenne | 1098 108.6 106.4 105.1 102.6 94.5 81.8 057 109.8 1051 105.7 103.7 1037 7 1046 27 46 Lyl 267 573
ecartype 1.1 4.0 2.1 2.0 1.7 2.1 2.1 2.0 11 14 1.1 0.8 20 | 15 30 46 102 2ER SE4
Auam Charbon e A B N N
Apizaban ngiml Apizaban ngiml Moyenne | 275571 43.14286] 104 743] 2748571 5785
Plazsma  |lasma+0MS 25 50 100 230 500 Plasma AC gma AC+ DI 25 50 100 230 500 ecartype | 1.214356] 5203551 3.9036) 1337197, 2256324
251 253 26 265 271 284 36 26.2 26 285 262 268 27 26,8
267 265 263 21,1 20,8 238 321 25,8 235 283 23] 288 26.9 23
TCA (s) 248 278 284 234 30,8 324 361 254 26,3 349 328 38 26,1 349
s 256 25 255 26.3 27 283 32 25,7 26.1 26.2 261 262 338 273
255 255 26,8 276 28.1 234 321 27 26.3 272 264 268 28.7 273
25.8 253 265 273 28.2 23,7 3z.4 5.2 23,5 273 269 263 263 276
Moyenne | 256 26.0 26.7 274 28.3 29.8 32.6 259 27.3 28.4 28.0 28.9 281 | 288
ecartype 0.7 1.0 0.9 1.1 1.4 13 1.8 0.6 1.7 3.3 2.6 4,5 29 7 31
oo Chabon T hmchab
Apixaban ngfml Apixaban ngfml
Plasma  [lasma+0MS 25 50 100 2a0 500 Plasma AC sma AC+ O 25 50 100 250 500
136 134 .4 1359 1375 135 1282 1266 13349 1371 130,2 1307 1333 1336 1439
135.4 133 1351 130.5 1231 124 138 135.2 136.2 1331 1361 1312 132.4 1335
FY ) 4.7 124.3 1274 128 1339 13,2 14,1 1474 126.3 123.8 1345 12648 1286 1315
b 4.2 1524 433 483 5.8 1381 1231 144 130.4 5.6 M7 MES 4.5 133
133.7 43,3 14368 1426 1404 1433 13268 151 126.3 43,2 456 1511 146 6 1517
151 3.4 1501 45,7 1385 1378 1277 40,7 L] LA ez M3 3.2 0.4
Moyenne | 1427 1405 1394 138.9 136.5 131.9 125.0 42,0 133.2 137.7 139.4 138.7 1382 | 1400
[ecanype| 5.8 1.4 7.9 8.4 8.0 9.5 6.8 6.7 [ 7 6.6 9.6 76 | 1.3
Rvam Charbon T hwschabm
Apizaban ngfml Apizaban ngfml
Plazma  |lasma+DMS 25 50 100 280 500 Plazma AC fsma AC+ D 25 50 100 280 500
103.2 1051 s 3.8 973 6.4 a7z 03,3 1223 065 LN TR 37.3 8.2
107 04,7 08,2 35,2 38,7 32,1 735 1033 356 00,1 03,2 1002 36,2 00,2
VIl ) 38 361 4.2 4.3 N3 arz V25 00,3 36,1 8.6 03 0o 39.4 361
B 98,3 335 94,9 939 876 544 748 01,2 01,4 94,2 98 977 1009 103
105.3 038 I Ell 32 arz 733 023 021 36 93] 103 nz3 98,7
1024 1066 98,7 936 374 851 T8 100,2 126.3 91,3 96,3 1007 1004 98,2
Moyenne | 102.5 102.6 99.4 9.7 94.1 888 78.6 103.0 107.3 97.9 0.5 99.8 99,0 7 931
ecartype 3.7 4.0 5.1 2.9 4.4 4.5 5.0 3.3 13.5 5.1 4.9 21 29 " 23
Auam Charbon = T A B
Apizaban ngiml Apizaban ngiml
Plazma  |lasma+0MS 25 50 00 250 500 Plasma |asma +0M3 25 50 00 250 500
114.9 nz.2 5.2 8.3 1261 135 3738 2.1 103.4 1048 1058 10441 103.1 03,2
4.7 076 1031 4.2 1218 1433 3711 LAl 1043 033 053] 1056 057 06.4
ar 108.3 105.7 035 15 124.2 1445 36873 02,58 021 106.3 07 1033 7.7 03,7
- 0.2 07 105 114.6 7.5 123.2 3747 04,2 124 033 055 075 106.3 5.4
106.3 12 1087 .7 5.3 133.5 3753 105 7.4 0.3 022 1031 35.6 00,6
02,48 076 0.5 1058 6.1 13539 3T 1059 021 0.2 04,1 10 02,3 02,48
Moyenne | 108.2 108.7 109.7 113.8 120.3 137.0 376.4 107.4 106.3 103.4 105.1 105.6 1040 " 103.7
ecartype 5.8 2.7 3.3 3.2 4.4 6.0 6.4 3.9 4.2 2.0 17 2.7 32 | 20

® COAG 360 apixaban

IcCal

Itats sur Atelli

ésu

R

Annexe 5

123



ANNEXEG

Avant Charbon
Rivaroxaban ngfml
Plasma lasma+0MS 2S5nglml  SOngiml  100ng!ml  250ngiml 500 ngiml

1074 1038 97,4 914 7.2 58 39,2
09,5 0.4 38.1 83,1 3 58,1 41,2
ey 04 104.5 8.5 305 3 53 40,3
109.4 05 33,7 33,1 8.8 5.3 3.7
1101 108 1011 338 815 60,1 334
M2 4.3 103 5.8 735 587 414
moyenne 038 10746 33,36 1,64 733 555 33,96
Avant Charbon
Rivaroxaban ngfml
Flasma lasma+DMS 25 50 100 250 500
25,1 253 275 30,1 325 40,1 524
8.7 65 8.2 7.2 34 42 56.3
24,8 233 234 34,1 392 453 B1.7
TCAL) — oce 2 276 291 W6 406 529
755 55 273 234 34.2 45,3 532
5.8 53 754 a0 5 435 555
moyenne 2558333 26,257 28,166677 30657 34766677 43057 5545
Avant Charbon
Rivaroxaban ngfml
Flasma lasma+DMS 25 50 100 250 500
136 134.4 127 126.5 125.2 975 1
38,4 133 12688 123.7 1203 35,1 67.2

87 1243 1253 5.8 056 nry 66,6
4.2 1524 136.3 1573 1215 333 705
1397 1433 1324 1268 1226 364 63.4
151 1434 132.2 126.3 126.7 3 8.4
moyenne 1426667 1404667 " 1304333 1270667 " 1208167 "95.33333 7 6385
5648245 11435127 33033057 63220427 64341027 3.0687681" 1768333

F¥ (%)

Avant Charbon

Rivaroxaban ngfml
Plasma  lasma+0MS ] a0 100 230 S00
03,2 021 236 834 anz Gid 44,1
07 04,7 LT 338 a6.3 63,3 447
. 95 361 923 85 T2 £18 408
A, 383 335 016 303 G35 6.3 46,2
1053 1038 103 34,4 g6.d .3 433
1023 1066 97.2 961 832 £39 434

moyenne 10245 10263337 99,06667 " 92,66667 " 83,73333" 65283337 4351667
3650066 39988337 36500227 4.625869" 43660817 24375537 184761

Avant Charbon
Rivaroxaban ngfml

Plasma  lasma+0MS ] a0 100 230 S00
.3 o 128 7 1236 406 0.2
.7 1z 06,8 2 1233 1361 133.2
AT 1083 1076 4.2 27 1223 134 133.8

1.2 104.5 1013 1087 10 1248 132
02,8 103.7 1049 1036 1151 1233 1337

1069 1068 04,2 1055 13,4 1228 139

moyenne 1082333 10593337 10746677 1003337 19057 130,23337 1363167

Plasma asma+0OMZ

06,3
084
063
1054
mz
o7

107.65

104
03
04,3
021
05
04.3

104, 1167 " 3096667 "

Plasma asma+0OMZ

26,2
23,8
254
23,7
27
252

25,88333

26
235
32
261
26.3
32

25
04
054
0z
0.5
1038
nws

25
233
231

36
264
263
275

Aprés charbon

Rivaroxaban ngiml

50
1044
04,2

101
1033
1053
1043

Aprés charbon

00
04,5
04,5
Lk
0,7
0,7
4.7

280
06,5
0s,7
038

04

347" 10403337 12328337

Rivaroxaban ngiml

50
26,3
0.7
3.2
26,2

&
26.9

25,657 2556667 29483337

Plazma aszma+0MS

133.9
135.2
7.4

144
151
0.7
142,0333

1371
1362
1263
130.4
126.3
423
133.2

Plasma asma+0MZ

033
1033
00,9
.2
1023
00,2

102 9667
3.324856

1223
35.6
961
14

07,3

Plasma asma+0MZ

08,3

107,35

04,4687

25
1
1355
1zg.2
138.3
40
1381

" 1351833 " 136.0867 " 1393167 " 133.2667 7
B,7d6234 6£653721" 46430237 5370483 " 5,3dd686" 4163972 " 15205239

Aprés charbon

100
261
245
4.2
264
67
264
283"

280
258
283
I
275
26.4
26.8

27,857 2558333

Rivaroxaban nglml

50
13
130,68
130,68
4
1337
W35

Aprés charbon

00
133
40,3
130
458
927
1381

250
133
1364
1316
414
93
1422

Rivaroxaban ngiml

25 50
105 03,5

998 101
94,3 4.9

100.3 37
EE)3 10,7
366

" 93ge”

105,927 104,6333"7 10351677 10441677 1062667

Aprés charbon

oo
o5
3.4
386
0.3
00,6
374

230
023
008
38.4
581
331
00

Rivaroxaban ngiml

S0
L0 e
027

15
078
02,3
339

oo
no.a
5.3
05,2
7.4

00
02,4

230
08,1
05,2

o7
02,7
02,7
02,58

500
03,9
04,6

500
26,4
23,3
34,3
26,4
26,8
271

500

1396
1358
1315
026
414
435
132.4

S00
0.3
0z.4

361
021
03,3
385

102457 1013167 99,78333" 1005167
13492077 36232197 6673735 41412167 1569235" 2313703

04,7
1011

cibles

Anti-Xa R

moyenne " 2666667 50833337 1033337
ecarttype’ 2333037 75476277 6356027 6473021 2035382

25

23
28
23
24
24
26

50
55
53
56
44
44
44

Rivaraxuaban nglml

00
112
16
3
08
03
06

250
253
254
254
267
265
2fid

2835

500
570
525
S4a
53T
25
510

536.5

ivaroxaban

® COAG 360 r

Ical

[tats sur Atell

Résu
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ANNEXEY

APTT-SP (5)

VNT-5 RATIO

MT-CTRJS/RE

M+T 5P

Plasma
15
15
301

31
315
301

Plasma
08
426
422
08

40
41

Plasma
1,03
105
109
111
105

Flasma
17
292
18
198

Plasma
8
857
s
5
51
873

Plasma
157,2
1589
1408
1457
1589

b
3
35
314
309

32
314

%8
05
01
212
51
37

b}
1,14
1,08
1,16
1,04

4

115

b}
308
al
33
308
312
305

¥

b}
83,2
86,1
%9
854
88,3
83,6

5
1405
172
154
133
1437

Avant Charbon
APIXABAN ng/ml
50 100
1 33
35 325
33 133
34 325
37 11
8 329
Avant Charbon
APIXABAN ng/ml
50 100
21 478
23 44
3 83
118 471
252 505
21 47
Avant Charbon
APIXABAN ng/ml
50 100
128 157
1,18 155
1,16 155
129 14
12 152
15 158
Avant Charbon
APIXABAN ng/ml
50 100
313 324
13 34
33 ]
31 23
2 23
3 31
Avant Charbon
APIXABAN ng/ml
50 100
827 875
856 865
829 852
85 95
816 878
805 855
Avant Charbon
APIXABAN ng/ml
50 100
m 1339
143 1418
1ws 147
147 1629

38,2
%8
35
18
37
17

613
615

60,1
5.4
60,1

218
215
199
114
215

207

33
4
38
32
49

014
01,1
08,1
1008
1057
%32

'

1444
16156
1358

168

500
37
389
384
379
83

383

500
86
87
7
73
851

1105

500
178
28

149
158
184

355
358
354
35,1
357
375

500
1205
1252
1234
1181
1302
1453

500
1535
1362
1457
1543
1629

Plasma
15
15
301

31
315
301

Plasma
08
426
422
412

1

Plasma

1,01

)

0,98

g

04
04
301

J

Plasma

8,7
35

'

85

85,1
879

f

Plasma
1572

s

1405

1457

s

5
30,1

d

303
04
305

s

30475

5
365

372
369

5

104
102

30,1
294
30,2

5
826
846

13
1383
1365

50
185
03
05

315

T

30,45

50
365
365
83
71

[

101
10
1,0

4

107

4

8,1
813

v

8L

1364
1335
1374

30,1
303
303

315

-

30,7

71
71
84
5

fi

1,01
103
1,05

1

107

+

RER]
&9
782

3

194

1358

303
30,6

318

s

318

30,7

73
366
384
774

f

103
103
1,06

)

500
86
08
03

303

215
308

s

803
849
832

v

825

140.2
1352
1473

03
06
308
35

31

30,825

78
368
21
389

500
103
105
1,04

plamsa
-1,010101
-2,739726
-0,6711408
-0,6711409

805

83,2

¥

132
1345
1575

1643

Avant Charbon RATIO
APIXABAN ng/ml
seuil plasma 25 50 100 250
12 103333333 107 11266667  1,2066667 129
12 105 10833333 10833333 12066667 133
L2 104666667 10766667 11266667 11833333 1,28
12 103 10466667 10833333 116 12633333
12 106666667 1,09 1,1366667 119 1,2766667
12 104666667 106 10966667 11566667 1,2766667
Avant Charbon
APIXKABAN ng/ml
seuil 25 50 100 250 500
11 1 1,09 124 158 103
11 1,05 1,09 122 159 214
11 104 111 125 1,58 205
11 1,06 1,08 11 155 102
11 111 117 131 1,69 21
11 103 109 122 1,56 287
Avant Charbon
APIXABAN ng/mi
Plasma 25 50 100 250 500
58 128 478 587 87 1033
36,7 405 443 578 804 10458
38,1 132 433 581 5 032
88 1 483 527 798 97
36,7 441 448 56,9 748 o4
436 55,1 721
Avant Charbon indice de Rosner
APIXABAN ng/ml
25ng/ml  50ng/ml 100 ng/ml 250 ng/ml 500 ng/ml
15974026 415335463 74074074 11504425 15452958
35369775 415335463 10,179641 12790698 16201117
41533505 41533563 625 11242504 15254237
25974026 3,84615385 7120743 | 96385542 14712727
38461538 6,83229814 B 5363854 14040115 15966387
16383403 307580545 9538551 T ADIVjOI 20

500
0,9833333
0,3833333
10033333
10333333

105
1,0033333

5
097
0%
099
098

v

Plasma
358
36,7
381
388
36,7
7R

5
1,0033333
103
1,0133333
1,0166667
1,0158333

097

0,99
038

348
36,3
35,2

3

3543

50
0,9833333
101
1,0166667
105
1015

100
097
097
09
09

g

50
B3
£
33
%7

100
1,0033333
1,01
10
1,05
10233333

0%
038
099

100
3.2
%7
365

38
1 ]

250
1
1,01
102
1,0633333
1,0233333

09
1,01
1,06
101

150
357
53
363
36,1

500
101
102
103
105
1,027

EEE)
364
36,1
36,1

ixaban

ltats sur ACL TOP®970 (Werfen) ap

s

Résu
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ANNEXE 8

APTT-SP

M=T 5P

DRWT-§

DRWT-C

PC(%)

Flasma
95
05
301

31
315
301

d

Plasma
17
9,2
22
g

Plasma
408
426
42
408

40
41

Flasma
358
367
381
388
36,7

Flasma
1512
1589
1409
1457
1589

Plasma
8
85,7
85
85
85,1

5
27
22
323
32
15
326

+

3Ld

07
3Ld

322
322

+

a4
159
1485
51
513

5
Wl
7
14
106
424

1619
1599
1509
1522
141

86
893

95
85

12 312 385
15 35 191
36 36 395
34 BI 45
12 W2 46
14 71 48

¥ +

17 38 351
15 13 £
24 139 364
33 13 33

¥

345 353 378

"

561 716 832
572 715 86,1
74 76,6 979
578 B3 M6
615 75 12
624 80,2 1246
Avant Charbon
Rivaroxaban ng/ml
50 100 250
423 44 56,1
n 02 6
a7 517 f16
418 49 625
a1 537 675
Avant Charbon
Rivaroxaban ng/ml
50 100 250
31 1508 1935
1570 1718 1589
1555 156,2 1681
1549 57 1389
U3 1457 1812
1531 148 1774
Avant Charbon
Rivaroxaban ng/ml
50 100 250
916 1043 126
%35 057 1211
% 133 1557
%2 1098 153
1097 1082

2
521
a1
27
@
521

43
413
43
45
43
43

s

500
1105
105
1307
11
1578
1815

500

4
T84
86,4

500
1817
1998
1835
w27
1863
101

g

500
169
1247
184
1302

¥

1514

i
308

J

303

J

32

o
F3
e

s

Plasma
402
426
22
408

Flzsma
358

)

381

)

36,7

Flzsma
1572
1589
1409
1457
1589

Plasma
®
85,7
s
s
85,1

5
78

2
371

f

5

33

£

M
35

5
1518
11
1483

5
86,5
83

s

828

"

809

378

35

'

w13
1532
1508

9.2

250

07
35

5

306

i

100
359
156

367

131
1398
i)

7

121
1536
186
1542

'

98

plamsa
-1,010101
-1,739736

-0,6711409

-0,6711409

500
355
35
35
315

1506
1389
1846

1701

862

plasma
09833333
0,0833333
1,0033333
10333333
105
10033333

Avant Charbon INDICE DE ROS

b3
44585987

625
22801303
4458597
68312981
68312961

125
15
17
1%

1%
13

Plasma

1,01
038

Avant Charbon RATIO APTT-SP
Rivaroxaban ng/ml
25 ng/ml

S0ng/ml 100 ng/ml 250 ng/ml 500 ng/ml plasma

109 114 124 12856667 16333333
10733333 11166867 12186667 13033333
10766667 112 122 13166567

10733333 11133333 11956667
11165667 14 14
10866667 11466667 12356667

Rivaroxaban ng/ml
50 100 250
8568807 11242604 14500915

13
14
143

500
31,66287

TEO0TT 12536443 14285714 27,3607
74074074 1150445 17582418 25558313
1150495 1253643 17355370 25905926

9,0909091 13,204798 27,360775

31,66287)

100115 15004164 20634921 27360775

Avant Charbon

Rivaroxaban ng/ml RATIO
50 100 250
146 156 216
149 186 14
14 19 172
15 199 154
15 208 281
162 204 3,24

Avant Charbon

Rivaroxaban ng/ml

25 50 100
11 12 142
108 13 141
109 124 149
109 15 141
111 135 15

500

26
W
33
36

"

41

g

471

50
16l
162

1

L

18
194

1

1
14
1,5566667
14333333
1M

5
097
09
098
098

500
1%
18
5
L5
24

09833333
09833333
10033333
10333333

105
10033333

097

0%
098

v

Flasma

1,01
098

25 ng/ml
1,0366667
1,0066667
10133333
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ANNEXE 9

TCA (s)
T1 T2 T1 T2 o-
p-Value* .
m+te m+te AC m+e AC m+te Value
Echantillon
Plasmatémoin | 25 33+1.02 25.63+0.15 0.56 26.2+0.4 25.97+0.9 0.56
Apixaban 25
26.9+1.3 26.47+0.57 0.564 29.3+3.3 26.6+0.5 0.08
ng/ml
Apixaban 50
27.7+1.53 27.07£0.7 0.08 31.2+5.0 26.6+0.4 0.08
ng/ml
Apixaban 100
28.8+1.8 27.8+0.67 0.08 26.5+0.4 29.7+3.7 0.08
ng/ml
Apixaban 250
30.3+1.8 29.3+0.4 0.16 26.5+0.4 29.7+3.7 0.08
ng/ml
Ap'xsgﬁr']‘l 500 33.3+2.5 31.940.6 0.16 30.2 +4.2 27.4+0.2 0.56

Tableau de Comparaison des résultats répétés pour le TCA a deux temps de mesures différents
(T1+T2) avant et aprés charbon pour I'apixaban avec la p-Value<0.05. Test Friedman. m : moyenne, e

: écart type
FV (%) T1 T2 p-Value* T1 T2 p-
*
m+te m+te AC mte AC mte Value

Echantillon

Plasma témoin | 140.4+5.6 144.945.7 0.08 138.8+7.4 145.2+5.2 0.56

Apixaban 25 145.9+3.7 133.0+4.4 0.08 131.0+1.8 144.3+3.9 0.08
ng/ml

Apixaban 50 145.7+3.2 132+4.9 0.08 133.8+2.8 144.9+2.5 0.08
ng/ml

Apixaban 100 141.6+3.8 131.6+4.1 0.56 130.4+3.1 146.9+3.7 0.08
ng/ml

Apixaban 250 139.9+3.4 123.8+4.5 0.08 131.5+2.6 144.9+1.7 0.08
ng/ml

Apixaban 500 129.8+2.5 120.2+6.2 0.08 143.7+£7.0 136.3+6.7 0.56
ng/ml

Tableau de comparaison des résultats répétés pour le FV a deux temps de mesures différents
(T1+T2) avant et aprés charbon pour I'apixaban avec la p-Value<0.05. Test Friedman. m : moyenne, e
: ecart type
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FVIII (%) T1 T2 p-Value* T1 T2 p-
*
m+e m+te AC m+e AC m+te Value
Echantillon
Plasma témoin | 102.7+4.5 102.2+3.6 0.08 104.5+4.3 101.4+1.4 0.56
Apixaban 25 97.0£1.9 101.8+3.6 0.08 94.0+2.1 97.8+1.4 0.08
ng/ml
Apixaban 50 92.8+1.6 96.6+2.7 0.08 105.2+4.0 100.5+2.7 0.08
ng/ml
Apixaban 100 92.3+4.9 95.8+3.9 0.56 100.5+2.7 99.1+1.7 0.08
ng/ml
Apixaban 250 85.7+1.3 91.9+4.6 0.08 101.4+1.2 96.5+1.2 0.08
ng/ml
Apixaban 500 | 77.4+2.3 79.745.3 0.08 100.0+2.6 98.2+2.1 0.56
ng/ml

Tableau de comparaison des résultats répétés pour le FVIII a deux temps de mesures différents
(T1+T2) avant et aprés charbon pour I'apixaban avec la p-Value<0.05. *Test Friedman. m : moyenne,
e : ecart type

Annexe 9 : : Mesure a conditions différentes en deux temps pour I'apixaban
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ANNEXE 10

p-Value obtenue par comparaison de différentes concentrations d’apixaban sur la mesure du TP par
rapport a un plasma témoin avant et apres ajout d’AC. Test Anova a mesure répétées *P-value<0.05
(condition de normalité respectée avec le test Shapiro)

Comparaison

P-Value* avant

P-value* aprées

AC AC
Plasma témoin vs Apixaban 578.5 ng/ml <0,0001 0.3
Plasma témoin vs Apixaban 274.8 ng/ml <0,0001 0.03
Plasma témoin vs Apixaban 104.7 ng/ml <0,0001 0.001
Plasma témoin vs Apixaban 49.14 ng/ml <0,0001 0.52
Plasma témoin vs Apixaban 27.8 ng/ml 0,007 0.6

p-Value obtenue par comparaison de différentes concentrations d’apixaban sur la mesure du TCA par
rapport a un plasma témoin avant et apres ajout d’AC. Test Anova a mesure répétées *P-value<0.05
(condition de normalité respectée avec le test Shapiro)

) P-Value* avant | P-value* apres
Comparaison
AC AC
Plasma témoin vs Apixaban 578.5 ng/ml <0,0001 0.341
Plasma témoin vs Apixaban 274.8 ng/ml <0,0001 0.648
Plasma témoin vs Apixaban 104.7 ng/ml <0,0001 0.304
Plasma témoin vs Apixaban 49.14 ng/ml 0,002 0.341
Plasma témoin vs Apixaban 27.8 ng/ml 0,134 0.513

p-Value obtenue par comparaison de différentes concentrations d’apixaban sur le taux de Facteur V
par rapport a un plasma témoin avant et aprés ajout d’AC. Test Anova a mesure répétées *P-
value<0.05 (condition de normalité respectée avec le test Shapiro)

] P-Value* avant | P-value* aprés
Comparaison

AC AC
Plasmatémoin vs Apixaban 578.5 ng/ml <0,0001 0.99
Plasma témoin vs Apixaban 274.8 ng/ml 0.015 0.97
Plasma témoin vs Apixaban 104.7 ng/ml 0.392 0.92
Plasmatémoin vs Apixaban 49.14 ng/ml 0.853 0.87
Plasma témoin vs Apixaban 27.8 ng/ml 0.923 0.79
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p-Value obtenue par comparaison de différentes concentrations d’apixaban sur le taux de Facteur VI
par rapport a un plasma témoin avant et aprés ajout d’AC. Test Anova a mesure répétées *P-
value<0.05 (condition de normalité respectée avec le test Shapiro)

) P-Value* avant | P-value* aprés
Comparaison
AC AC
Plasma témoin vs Apixaban 578.5 ng/ml <0,0001 0,295
Plasma témoin vs Apixaban 274.8 ng/ml <0,0001 0,580
Plasma témoin vs Apixaban 104.7 ng/ml <0,0001 0,809
Plasma témoin vs Apixaban 49.14 ng/ml 0.0002 0,997
Plasma témoin vs Apixaban 27.8 ng/ml 0.37 0,295

p-Value obtenue par comparaison de différentes concentrations d’apixaban sur le taux d’antithrombine
par rapport a un plasma témoin avant et aprés ajout d’AC. Test Anova a mesure répétées *P-
value<0.05 (condition de normalité respectée avec le test Shapiro)

] P-Value* avant | P-value* aprés
Comparaison
AC AC
Plasma témoin vs Apixaban 578.5 ng/ml <0,0001 0,295
Plasma témoin vs Apixaban 274.8 ng/ml <0,0001 0,580
Plasma témoin vs Apixaban 104.7 ng/ml <0,0001 0,809
Plasma témoin vs Apixaban 49.14 ng/ml 0.0002 0,997
Plasma témoin vs Apixaban 27.8 ng/ml 0.993 0,295

p-Value obtenue par comparaison de différentes concentrations d’apixaban sur la mesure du APTT-
SP par rapport a un plasma témoin avant et aprés ajout d’AC. Test Anova a mesure répétées *P-
value<0.05 (condition de normalité respectée avec le test Shapiro)

] P-Value* avant | P-value* aprés
Comparaison
AC AC
Plasma témoin vs Apixaban 550 ng/ml <0,0001 0,787
Plasmatémoin vs Apixaban 293.6 ng/ml <0,0001 0,812
Plasma témoin vs Apixaban 99 ng/ml <0,0001 0,536
Plasma témoin vs Apixaban 45 ng/ml 0.0003 0,812
Plasma témoin vs Apixaban 24 ng/ml 0.06 0,787
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p-Value obtenue par comparaison de différentes concentrations d’apixaban sur la mesure du dRVVT-
S par rapport a un plasma témoin avant et aprés ajout d’AC. *Test de FriedmanP-value<0.05

) P-Value* avant | P-value* apres
Comparaison

AC AC

Plasma témoin vs Apixaban 550 ng/ml 0.002 0.89
Plasma témoin vs Apixaban 293.6 ng/ml 0.042 0.43
Plasma témoin vs Apixaban 99 ng/ml 0.342 0.72
Plasma témoin vs Apixaban 45 ng/ml 0.94 0.3
Plasma témoin vs Apixaban 24 ng/ml 0.997 0.16

p-Value obtenue par comparaison de différentes concentrations d’apixaban sur la mesure du dRVVT-
c par rapport a un plasma témoin avant et aprés ajout d’AC. *Test de FriedmanP-value<0.05

] P-Value* avant | P-value* aprés
Comparaison

AC AC

Plasmatémoin vs Apixaban 550 ng/ml 0.0005 0.86
Plasma témoin vs Apixaban 293.6 ng/ml 0.011 0.75
Plasma témoin vs Apixaban 99 ng/ml 0.118 0.82
Plasma témoin vs Apixaban 45 ng/ml 0.54 0.90
Plasma témoin vs Apixaban 24 ng/ml 0.959 0.94

p-Value obtenue par comparaison de différentes concentrations d’apixaban sur la mesure de la
protéine S par rapport a un plasma témoin avant et aprés ajout d’AC. *Test de FriedmanP-value<0.05

] P-Value* avant | P-value* aprés
Comparaison
AC AC
Plasma témoin vs Apixaban 550 ng/ml 0.019 0.716
Plasma témoin vs Apixaban 293.6 ng/ml 0.138 0.83
Plasmatémoin vs Apixaban 99 ng/ml 0.94 0.06
Plasmatémoin vs Apixaban 45 ng/ml 0.889 0.06
Plasma témoin vs Apixaban 24 ng/ml 0.972 0.78

p-Value obtenue par comparaison de différentes concentrations d’apixaban sur la mesure de la
protéine ¢ par rapport a un plasma témoin avant et aprés ajout d’AC. *Test de FriedmanP-value<0.05

) P-Value* P-value*
Comparaison

avant AC apres AC
Plasma témoin vs Apixaban 550 ng/ml 0.019 0.99
Plasma témoin vs Apixaban 293.6 ng/ml 0.143 0.53
Plasma témoin vs Apixaban 99 ng/ml 0.876 0.87
Plasma témoin vs Apixaban 45 ng/ml 0.984 0.87
Plasma témoin vs Apixaban 24 ng/ml 0.806 0.5

Annexe 10 : Résultats des Tests réalisés sur la série Apixaban
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ANNEXE 11

p-Value obtenue par comparaison de différentes concentrations de rivaroxaban sur la mesure du TP
par rapport a un plasma témoin avant et aprés ajout d’AC. Test Anova a mesure répétées *P-
value<0.05 (condition de normalité respectée avec le test Shapiro)

P-Value* P-Value*
Contraste
Avant charbon Apres charbon
Plasma témoin vs rivaroxaban 536.5 ng/ml <0,0001 0.05
Plasma vs témoin rivaroxaban 259.5 ng/ml <0,0001 0.6
Plasma vs témoin rivaroxaban 110.3 ng/ml <0,0001 0.7
Plasma vs témoin rivaroxaban 50.8 ng/ml <0,0001 0.03
Plasma vs témoin rivaroxaban 26.7 ng/ml <0,0001 0.8

p-Value obtenue par comparaison de différentes concentrations de rivaroxaban sur la mesure du TCA
par rapport a un plasma témoin avant et aprés ajout d’AC. Test Anova a mesure répétées *P-
value<0.05 (condition de normalité respectée avec le test Shapiro)

) P-Value* avant | P-value* aprés
Comparaison
AC AC
Plasma témoin vs Rivaroxaban 536.5 ng/ml <0,0001 0.082
Plasma témoin vs Rivaroxaban 259.5 ng/ml <0,0001 0.295
Plasma témoin vs Rivaroxaban 110.3 ng/ml <0,0001 0.140
Plasma témoin vs Rivaroxaban 50.8 ng/ml 0,0001 0.012
Plasma témoin vs Rivaroxaban 26.7 ng/ml 0,1000 0.085

p-Value obtenue par comparaison de différentes concentrations de rivaroxaban sur la mesure du FV
par rapport a un plasma témoin avant et aprés ajout d’AC. Test Anova a mesure répétées *P-
value<0.05 (condition de normalité respectée avec le test Shapiro)

Avant AC Aprés AC

Concentration en AOD p-Value** p-Value**
Plasma témoin vs Rivaroxaban 536.5 ng/ml <0.0001 0.22
Plasma témoin vs Rivaroxaban 259.5 ng/ml <0.0001 0.97
Plasma témoin vs Rivaroxaban 110.3 ng/ml <0.0001 0.97
Plasma témoin vs Rivaroxaban 50.8 ng/ml <0.0001 0.66
Plasma témoin vs Rivaroxaban 26.7 ng/ml 0.001 0.54
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p-Value obtenue par comparaison de différentes concentrations de rivaroxaban sur la mesure du FVIII
par rapport a un plasma témoin avant et aprés ajout d’AC. Test Anova a mesure répétées *P-
value<0.05 (condition de normalité respectée avec le test Shapiro)

Avant AC Aprés AC

Concentration en AOD p-Value** p-Value**
Plasma témoin vs Rivaroxaban 536.5 ng/ml <0.0001 0.984
Plasma témoin vs Rivaroxaban 259.5 ng/ml <0.0001 0.883
Plasma témoin vs Rivaroxaban 110.3 ng/ml <0.0001 0.997
Plasma témoin vs Rivaroxaban 50.8 ng/ml <0.0001 0.999
Plasma témoin vs Rivaroxaban 26.7 ng/ml 0.132 0.897

p-Value obtenue par comparaison de différentes concentrations de rivaroxaban sur la mesure de
I'antithrombine par rapport a un plasma témoin avant et aprés ajout d’AC. Test Anova a mesure
répétées *P-value<0.05 (condition de normalité respectée avec le test Shapiro)

Avant AC Aprés AC

Concentration en AOD p-Value** p-Value**
Plasma témoin vs Rivaroxaban 536.5 ng/ml <0.0001 0.938
Plasmatémoin vs Rivaroxaban 259.5 ng/ml <0.0001 0.495
Plasmatémoin vs Rivaroxaban 110.3 ng/ml <0.0001 0.273
Plasma témoin vs Rivaroxaban 50.8 ng/ml 0.909 0.614
Plasma témoin vs Rivaroxaban 26.7 ng/ml 0.99 0.800

p-Value obtenue par comparaison de différentes concentrations de rivaroxaban sur la mesure du
APTT-SP par rapport a un plasma témoin avant et aprés ajout d’AC. Test Anova a mesure répétées
*P-value<0.05 (condition de normalité respectée avec le test Shapiro)

Avant AC Apres AC

Concentration en AOD p-Value** p-Value**
Plasma témoin vs Rivaroxaban 536.5 ng/ml <0.0001 0.78
Plasma témoin vs Rivaroxaban 259.5 ng/ml <0.0001 0.82
Plasma témoin vs Rivaroxaban 110.3 ng/ml <0.0001 0.99
Plasma témoin vs Rivaroxaban 50.8 ng/ml 0.002 0.214
Plasma témoin vs Rivaroxaban 26.7 ng/ml 0.079 0.11
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p-Value obtenue par comparaison de différentes concentrations de rivaroxaban sur la mesure du
dRVVT-S par rapport a un plasma témoin avant et aprés ajout d’AC. *Test de FriedmanP-value<0.05

Avant AC Aprés AC

Concentration en AOD p-Value** p-Value**
Plasma témoin vs Rivaroxaban 550 ng/ml <0.0001 0.99
Plasma témoin vs Rivaroxaban 200.25 ng/ml 0.004 0.21
Plasma témoin vs Rivaroxaban 102 ng/ml 0.065 0.09
Plasma témoin vs Rivaroxaban 43 ng/ml 0.43 0.21
Plasma témoin vs Rivaroxaban 24 ng/ml 0.94 0.09

p-Value obtenue par comparaison de différentes concentrations de rivaroxaban sur la mesure du
dRVVT-c par rapport a un plasma témoin avant et aprés ajout d’AC. *Test de FriedmanP-value<0.05

Avant AC Aprées AC

Concentration en AOD p-Value** p-Value**
Plasma témoin vs Rivaroxaban 550 ng/ml <0.0001 0.93
Plasma témoin vs Rivaroxaban 200.25 ng/ml 0.004 0.93
Plasma témoin vs Rivaroxaban 102 ng/ml 0.065 0.82
Plasmatémoin vs Rivaroxaban 43 ng/ml 0.44 0.47
Plasmatémoin vs Rivaroxaban 24 ng/ml 0.94 0.05

p-Value obtenue par comparaison de différentes concentrations de rivaroxaban sur la mesure de la
protéine S par rapport a un plasma témoin avant et aprés ajout d’AC. *Test de FriedmanP-value<0.05

Avant AC Aprés AC

Concentration en AOD p-Value** p-Value**
Plasma témoin vs Rivaroxaban 550 ng/ml 0.003 0.77
Plasma témoin vs Rivaroxaban 200.25 ng/ml 0.019 0.21
Plasma témoin vs Rivaroxaban 102 ng/ml 0.32 0.41
Plasmatémoin vs Rivaroxaban 43 ng/ml 0.65 0.21
Plasma témoin vs Rivaroxaban 24 ng/ml 0.97 0.77
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p-Value obtenue par comparaison de différentes concentrations de rivaroxaban sur la mesure de la
protéine C par rapport a un plasma témoin avant et apres ajout d’AC. *Test de FriedmanP-value<0.05.

Avant AC Aprés AC

Concentration en AOD p-Value** p-Value**
Plasma témoin vs Rivaroxaban 550 ng/ml 0.04 0.99
Plasma témoin vs Rivaroxaban 200.25 ng/ml 0.43 0.99
Plasma témoin vs Rivaroxaban 102 ng/ml 0.99 0.77
Plasma témoin vs Rivaroxaban 43 ng/ml 0.99 0.99
Plasma témoin vs Rivaroxaban 24 ng/ml 0.97 0.99

Annexe 11 : Résultats des Tests réalisés sur la série Rivaroxaban
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EVALUATION ET MISE EN PLACE D'UN AGENT NEUTRALISANT LES ANTICOAGULANT ORAUX DIRECTS AU
LABORATOIRE D’HEMATOLOGIE DU CHU DE CAEN

Résumé

Les anticoagulants oraux directs (AOD) interférent avec les tests d’hémostase causant de faux diagnostics. Dans
cette étude des pools de plasmas normaux ont été enrichis avec du rivaroxaban et apixaban avec cing
concentrations différentes et comparés a un plasma témoin. Dans un premier temps, le but est d’évaluer
l'interférence des AOD sur les différents tests d’hémostases. Et dans un second temps la capacité a surmonter
cette interférence par le DOAC-Stop™ pour revenir a un état comparable a un plasma témoin.

Les résultats ont révélé des facteurs faussement abaissés (FV, FVIII,) des TCA, AT, PS, PC faussement allongés
et une recherche d’ACC faussement positive a partir de faibles concentrations d'AOD, a I'exception de I'apixaban
et il a été également identifié des problémes de stabilité spécifiques aux réactifs pour la PC et PS. DOAC-Stop™,
a efficacement neutralisé I'effet des AOD, toutes les concentrations d’AOD étaient en dessous du seuil de détection.
Les facteurs et protéines étaient significativement comparables a un plasma témoin.

La mise en place au laboratoire d’hématologie du CHU de Caen, de ce prétraitement permettra de réponde aux

demandes urgentes pour un dosage de facteur, et de réaliser un bilan de thrombophilie pour les patients sous AOD.

TITLE

EVALUATION AND IMPLEMENTATION OF NEUTRALIZING AGENT TO OVERCOME THE EFFECT OF DIRECT ORAL
ANTICOAGULANTS (DOACS) AT HEMATOLOGY LABORATORY OF CAEN HOSPITAL

Summary

Direct oral anticoagulants (DOACS) interfere with many coagulation assays, causing false diagnoses. In this study,
normal pools of plasma were spiked with rivaroxaban and apixaban at five different concentrations and compared
with control plasma. The aim was firstly to assess the interference of AODs on the various haemostasis tests.
Secondly, to assess the ability of DOAC-Stop™ to overcome this interference and return to a state comparable to
control plasma.

Results revealed falsely lowered factors (FV, FVIII,) falsely prolonged aPTT, AT, PS, PC and falsely positive ACC
from low concentrations of AODs, with the exception of apixaban, and we also identified reagent stability specific
problems for PC and PS. DOAC-Stop ™, a pre-analytical alternative, effectively neutralized the effect of DOACs,
with all DOACs concentrations below the lower quantification limit. factors and proteins were significantly
comparable to control plasma.

The implementation of this pre-treatment in the haematology laboratory at Caen University Hospital might help to

respond to urgent requests for factor assays, and to perform thrombophilia assessments under AOD.
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