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Résumé

Introduction : La prise en charge d’infections séveres par le service de réanimation
chirurgicale du CHU de Tours a été I'occasion pour les équipes médicales d’observer, de
maniére inattendue, des taux de facteur V a des valeurs supranormales (> 150 %) chez
certains patients a leur admission. Nous avons donc vérifié si les taux de facteurs V chez les
patients septiques de réanimation étaient significativement différents des patients non-
septiques et nous avons investigué les potentielles causes biologiques d’une telle
augmentation.

Patients et Méthodes : Nous avons réalisé une étude monocentrique, observationnelle et
prospective des patients hospitalisés en réanimation chirurgicale entre février et avril 2021.
Les criteres d’exclusions étaient les pathologies hépatiques, les états hémorragiques avec
transfusions de plasma frais congelé ou de fibrinogene et les patients sous héparine,
anticoagulant oral direct, ayant subi une thrombolyse ou en CIVD. Les patients ont été
classés en 2 groupes : groupe « sepsis » et groupe « contrdle ». L'objectif principal était de
confirmer si le facteur V est surexprimé chez des patients septiques en réanimation
comparativement aux patients admis pour une autre indication. L'objectif secondaire était
de rechercher si une diminution du taux de la protéine C est associée et pourrait contribuer
a 'augmentation du taux de facteur V chez les patients septiques de réanimation.

Résultats : Au total, 51 patients ont été inclus et répartis-en 2 groupes : 30 patients
« septiques » et 21 patients « contrble ». Le taux de facteur V était statistiquement plus
élevé dans le groupe « sepsis » (moyenne 174 % + 17,1 vs. 100 % * 20,5 ; p<0,01), de méme
que le fibrinogéne (médiane 6,39 g/L [5,71 - 7,04] vs. 4,82 g/L [3,36 - 5,22] ; p<0,05). Le taux
de facteur VIII était aussi plus élevé dans le groupe « sepsis » (moyenne 340 % + 140.9 vs.
315 % + 120,5) mais sans différence statistiquement significative. Enfin les moyennes des
taux d’antithrombine, de protéine C et de protéine S mesurés avec une méthode
fonctionnelle étaient plus élevées (p<0,01) dans le groupe « sepsis » que dans le groupe
« controle » : antithrombine (98,1 % + 13.5 vs. 86,6 % * 11,6) ; protéine C (105 % * 28,1 vs.
85 % + 28,4) ; protéine S (70,4 % + 17,3 vs. 55 % + 18,2).

Conclusion : Nos résultats montrent que les patients septiques en réanimation ont un taux
significativement plus élevé de facteur V que les non-septiques. Contrairement aux données
de la littérature nous avons aussi trouvé des taux d’antithrombine, de protéine C et de
protéine S plus élevés dans le groupe « sepsis ». L’hypothése d’une diminution du taux de
protéine C comme cause potentielle d’'un taux élevé de facteur V dans le sepsis n’est donc
pas soutenue par nos résultats.

Mots clés : réanimation, sepsis, hémostase, inflammation, facteur V, protéine C, protéine S



Elevated factor V levels in septic ICU patients: is a defect in the
Protein C/Protein S inhibitory pathway involved ?

Abstract

Introduction: The management of severe infections by the surgical critical care unit of the
University Hospital of Tours was the occasion for the medical teams to observe, in an
unexpected way, factor V levels at supra-normal values (>150%) in certain patients at their
admission. We therefore investigated whether factor V levels in critically ill patients with
sepsis were significantly different from non-septic patients and the potential biological
causes of such an increase.

Patients and Methods: We performed a single-center, observational, prospective study of
patients hospitalized in surgical intensive care unit between February and April 2021.
Exclusion criteria were hepatic pathologies, hemorrhagic states with fresh frozen plasma or
fibrinogen transfusions, and patients on heparin, direct oral anticoagulant, having
undergone thrombolysis or with DIC. Patients were classified into 2 groups: "sepsis" group
and "control" group. The primary objective was to confirm whether factor V is
overexpressed in septic patients in the ICU compared with patients admitted for another
indication. The secondary objective was to investigate whether decreased protein C levels is
associated with and may contribute to increased factor V levels in septic ICU patients.

Results: A total of 51 patients were included and divided into 2 groups: 30 "septic" patients
and 21 "control" patients. Factor V levels were statistically higher in the "sepsis" group
(mean 174 % + 17.1 vs. 100 % * 20.5; p<0.01), as was fibrinogen (median 6.39 g/L [5.71 -
7.04] vs. 4.82 g/L [3.36 - 5.22]; p<0.05). Factor VIl levels were also higher in the sepsis group
(mean 340 % * 140.9 vs. 315 % + 120.5) but without statistically significant difference.
Finally, antithrombin, protein C and protein S mean levels measured with a functional
method were higher (p<0.01) in the "sepsis" group than in the "control" group: antithrombin
(98.1 % + 13.5 vs. 86.6 % * 11.6); protein C (105 % + 28.1 vs. 85 % * 28.4); protein S (70.4 % +
17.3 vs. 55 % + 18.2).

Conclusion: Our results show that septic patients in the ICU have a significantly higher level
of factor V than non-septic patients. Contrary to the literature, we also found higher levels of
antithrombin, protein C and protein S in the sepsis group. The hypothesis of a decrease in
protein C level as a potential cause of an elevated factor V level in sepsis is therefore not
supported by our results.

Key words: critical care, sepsis, hemostasis, inflammation, factor V, protein C, protein S
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I) INTRODUCTION ET OBJECTIF DE L’ETUDE

La prise en charge de patients souffrants d’infections séveres par le service de
réanimation chirurgicale du CHU de Tours a été I'occasion pour les équipes médicales
d’observer, de maniére inattendue a leur admission, des taux de facteur V a des valeurs

supranormales (> 150 %).

L’hypothese qu’une augmentation de ces taux pouvait étre prédictive d’une étiologie
infectieuse a fait 'objet d’un précedent travail rétrospectif. Celui-ci n’a pas permis de
qualifier le facteur V. comme marqueur biologique indépendant de risque septique, mais il
a été néanmoins démontré que I'association d’un taux de facteur V inférieur a 120 %, d’un
fibrinogene inférieur a 4 g/L et d’un taux de procalcitonine inférieur a 0,1 ug/L permettait

d’exclure un sepsis, avec un risque estimé dans ces cas de seulement 8 %.

A notre connaissance, aucune étude n’a formellement investigué les mécanismes qui
sous-tendent une telle augmentation dans le sepsis du taux du facteur V. Les relations
entre I'inflammation et ’"hémostase au cours des états septiques séveres ont néanmoins
fait I'objet d’une littérature importante, notamment depuis la pandémie SARS-Cov2. En
effet, cette derniere a été 'occasion de mettre en évidence des taux élevés de facteurs
VI, von Willebrand, D-Dimeres et fibrinogene a des niveaux rarement observés jusqu’a

présent et a permis de repréciser les interactions entre chaque acteur.

Nous avons ainsi réalisé une étude prospective des patients septiques admis en
réanimation chirurgicale entre février et avril 2021 pour confirmer que leurs taux de
facteur V étaient significativement différents de ceux mesurés chez les patients non-
septiques ainsi que pour tenter d’identifier certains des mécanismes biologiques pouvant

contribuer a une telle augmentation.
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1) REVUE DE LA LITTERATURE

a) La thrombine, acteur central de la coagulation plasmatique

La coagulation plasmatique est une suite complexe de réactions en cascade mettant
en jeu différentes sérine-protéases, zymogenes et cofacteurs. Bien que chaque étape de la
cascade de la coagulation soit unique, ces réactions présentent un certain nombre de
caractéristiques communes, notamment la dépendance des sérine-protéases a la présence

d’ions calciques et de phospholipides anioniques plaquettaires.

L’'ensemble de ces réactions aboutit a la constitution du complexe prothrombinase,
formé de I'association du facteur V activé (FVa), du facteur X activé (FXa), de phospholipides
anioniques, d'ions calciques (Ca2+), et permet, in fine, I'apparition des premieres traces de
thrombine circulante. Cette derniére, en clivant les fibrinopeptides A et B du fibrinogene
induit la formation des monomeres de fibrine, qui s’associent spontanément entre eux en
dimeéres puis en multimeres pour constituer un vérifiable réseau de fibrine initialement
fragile et soluble. Ce réseau sera ensuite consolidé et rendu insoluble par I'action du facteur
XIll, transglutaminase activée par la thrombine, qui catalyse la formation de liaisons
covalentes entre les monomeres de la fibrine augmentant ainsi la résistance mécanique du

caillot (1).

La thrombine joue également un role dans le processus d’amplification de la
coagulation plasmatique car elle catalyse I'activation des facteurs V, VIII et XI, ce qui induit
I’activation de trois boucles d’auto-amplification de la génération de thrombine. Il est a
noter qu’elle possede également une activité anti-fibrinolytique qui participe au
renforcement du réseau de fibrine via I'activation du TAFI (thrombin-activatable fibrinolysis
inhibitor) qui inhibe la protéolyse de ce réseau par la plasmine (2).

La thrombine est de plus un agoniste physiologique puissant de I'activation

plaquettaire.
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b) Un systéme de régulation balancé

Inversement, la thrombine participe fortement au processus d’inhibition de la
coagulation plasmatique via son action sur la protéine C (PC). En effet, lorsque la thrombine
est complexée a son récepteur endothélial, la thrombomoduline (TM), sa capacité a activer
la PC augmente tres significativement, et cela au détriment des voies pro-coagulantes (3)
(transformation du fibrinogene en fibrine, activation des facteurs V, VIII, XI et activation
plaquettaire). De méme, lorsque la PC est présentée par son récepteur endothélial ECPR
(Endothelial C Protein Receptor) au complexe thrombine/thrombomoduline, I'activation de
la PC est démultipliée (4). Ainsi, la thrombomoduline agit comme agent switchant des
actions de la thrombine en la faisant passer d’une fonction pro-coagulante a une action

amplifiant tres nettement le systeme anticoagulant de la protéine C.
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A. Schéma de la coagulation avec les étapes d'initiation et d'amplification permettant la génération de grandes concentrations de thrombine.

B. Sites d'actions des inhibiteurs physiologiques de la coagulation.

Figure 1 : Cascade de la coagulation avec cibles d’action des différents inhibiteurs (5)
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La protéine C est un zymogene de sérine-protéase dont la synthese par le foie est
vitamine K dépendante. Elle est constituée de deux chaines réunies par des ponts disulfures :
la chaine légere qui contient du coté N-terminale 9 résidus d’acide gamma-
carboxyglutamique (domaine GLA) nécessaires a la fixation de la protéine aux
phospholipides membranaires via un pont calcique, et la chaine lourde qui contient le
domaine sérine protéase et un site de clivage par la thrombine (6). La protéine C activée
(PCa) peut ainsi protéolyser et inactiver les cofacteurs Va et Vllla, en présence des
phospholipides plaquettaires et d’ions calciques, ce qui limite fortement I'amplification de la
cascade de la coagulation et de facto la génération de thrombine, particulierement au
niveau de la microcirculation ou le contact entre les protéines et la surface de I'endothélium
est important (7).

Cette réaction est potentialisée par le cofacteur non-enzymatique de la PCa, la
protéine S (PS) avec qui elle forme un complexe stoechiométrique. La protéine S dont la
synthese est également hépatique et vitamine K dépendante, potentialise 'action de la PCa
en augmentant |'affinité de cette derniére pour les phospholipides plaquettaires (8). La
partie N-terminale de la protéine S contient un domaine GLA qui lie les ions calcium et dont
la présence conditionne également I’affinité de la PS pour les phospholipides membranaires.
La partie C-terminale comporte un domaine de liaison a la C4b binding protein (C4bBP) (8).
La protéine S exerce ses effets sous forme libre, c’est-a-dire non liée au C4bBP. La PS libre
représente ainsi seulement 40 % du pool total de protéine S circulante.

De plus, il est a noter que la PS possede des activités anticoagulantes indépendantes
de la PCa en agissant comme cofacteur du Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI) pour

inhiber le complexe facteur tissulaire-facteur Vlla et le facteur Xa. (9)

Le réle central du systéme inhibiteur protéine C/protéine S dans le processus de
régulation de la génération de thrombine peut étre apprécié en cas de déficit homozygote
en PC ou en PS. En effet, ceux-ci sont a I'origine de I'apparition chez le nourrisson d’un
purpura fulminans non infectieux, avec une symptomatologie hématologique comparable a

celle des méningococcies de I'enfant (10).
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E .C4b-BP

Figue 2 : Le systéme Protéine C/Protéine S d’apres (11)

Enfin, en plus de ses propriétés anticoagulantes, la protéine C activée possede
également une activité pro-fibrinolytique, en inhibant le PAI-1 (plasminogen activator
inhibitor-1), enzyme bloquant I'activation du plasminogéne en plasmine, et in fine, le
processus de fibrinolyse (12), ainsi qu’en diminuant l'activation du TAFI (thrombin-
activatable fibrinolysis inhibitor) (12). Ces actions additionnelles de la PCa confirment sa

place d’acteur majeur de la régulation de ’hémostase plasmatique.

c) Lerodle de I'endothélium vasculaire

De son coté, I'endothélium vasculaire agit également comme un acteur essentiel de
la régulation de la coagulation (13). Il s’agit d’'une monocouche cellulaire non thrombogene,
qui sépare le sang circulant du sous-endothélium thrombogéene.

En effet, il synthétise des molécules a activité antiplaquettaire comme la
prostacycline PGI2 et une ecto-ADPase qui dégrade I’ADP, activateur majeur des plaquettes.

Il exprime également a sa surface des régulateurs de la coagulation : le TFPI (tissue
factor pathway inhibitor) (14), de méme que le récepteur de la protéine C (ECPR) et la
thrombomoduline (TM) impliqués dans I'activation de la voie de la protéine C (15).

On note de plus la présence d’héparane sulfate qui amplifie I'action anti-sérine

protéase de I'antithrombine.
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Enfin, c’est le lieu majoritaire de la synthese du t-PA (activateur tissulaire du
plasminogéne) et du PAI-1, inhibiteur du t-PA, qui font partie des principales molécules

impliquées dans la fibrinolyse.

d) Une relation étroite hémostase - médiateurs inflammatoires

Les processus inflammatoires et hémostatiques impliqués dans la physiopathologie
du sepsis sont étroitement liés. Il est montré que I'exposition des monocytes aux
lipopolysaccharides (LPS) des bactéries a gram négatif implique I'activation de la voie de
signalisation NF-kB avec I’expression de multiples cytokines pro-inflammatoires (TNF-a
[tumor necrosis factor a], interleukine IL-1B, interleukine IL-6, etc.) (16), et du facteur
tissulaire, « trigger » physiologique de la coagulation.

Il a également été démontré dans un modele animal que l'inhibition de I'IL-6 réduit
de fagon importante la génération de thrombine (17), alors qu’a I'inverse, I'injection d’IL-1
est a I'origine de son augmentation (18).

En effet, ces médiateurs jouent un réle dans I'activation de la coagulation en rendant
I’endothélium pro-coagulant et anti-fibrinolytique (19). Le TNF-a est, par exemple, a I'origine
de I'expression d’une importante quantité de molécules d’adhésion (VCAM, ICAM) et de
facteur tissulaire (FT) a la surface des cellules endothéliales et des monocytes (20). Cette
forte concentration de facteur tissulaire agit comme amorce de la génération de thrombine
en activant le facteur VII (FVII). Le complexe FT-FVlla ainsi formé a la surface des cellules
exerce la fonction d’initiation de la coagulation, mais également celle de transduction du
signal inflammatoire dans les cellules endothéliales ainsi que leur activation (21, 22).

De méme, il a été montré que le TNF-a augmente la libération du PAI-1 (23) ;
I'inhibition de la fibrinolyse qui en résulte contribue a la persistance des dépdts de fibrine et
a création de microthrombis, contribuant ainsi a I'installation des défaillances viscérales

associées aux sepsis graves (24).

De plus, la thrombine et d’autres sérine-protéases (FVIla-FT, FXa) sont des agonistes
des récepteurs a 7 domaines transmembranaires de la famille des PAR (protease-activated
receptors) avec transduction du signal induisant la production de différents médiateurs
inflammatoires (TNF-a, IL-1, I'IL-6) par les monocytes activés et les cellules endothéliales

(25). Egalement, le clivage de PAR-1 a la surface des plaquettes augmente I'expression de P-
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sélectine (CD 62) avec comme conséquence une majoration de leur adhérence aux cellules

endothéliales et aux leucocytes (20).
Ainsi la thrombine et d’autres sérine-protéases, en paralléle de leurs effets pro-

coagulants, sont capables d’augmenter le taux de médiateurs pro-inflammatoires,

contribuant a la mise en place d’une boucle auto-activatrice.

e) Sepsis et conséquences sur le systeme PC/PS

La baisse du taux de la protéine C est précoce au cours du sepsis sévere et elle est
corrélée a l'indice de gravité (26, 27). De méme, on observe une chute marquée du taux de
la protéine C aux cours des coagulations intra-vasculaire disséminées (CIVD) ou du purpura
fulminans.

Il existe plusieurs causes expliquant la baisse de la protéine C dans les états septiques
séveres. Il existe en effet une augmentation de sa consommation liée a I'activation de la
coagulation ainsi qu’une diminution de la synthese hépatique de la protéine C. De plus, elle
subit une diminution de son activation endothéliale a cause de la baisse de I'expression de
I’'ECPR (28) et de la thrombomoduline (29) qui est secondaire aux lésions endothéliales. La
thrombomoduline subit également une protéolyse par |'élastase leucocytaire, ce qui
neutralise son aptitude a fixer la thrombine (30).

L’étude des biopsies en microscopie électronique de Iésions purpuriques au cours des
infections séveres par le méningocoque a ainsi montré une diminution de I'expression de la
thrombomoduline a la surface endothéliale (31), ce qui induit une baisse de I'activation de la

protéine C.

De son c6té, la diminution des taux circulants de protéine S au cours du sepsis
s’explique par une diminution de sa synthése sous l'effet du TNF-a (32) et par une
augmentation de la C4b-BP, protéine de la phase aigué de I'inflammation qui complexe la

protéine S libre et inhibe par conséquent son action (15).

22



f) Les effets modulateurs du systeme PC/PS sur l'inflammation

La PCa s’oppose en tout point aux effets pro-inflammatoires et pro-coagulants
précédemment décrits de la thrombine. En effet, contrairement a la thrombine et aux autres
sérine-protéases, la PCa exerce une action opposée sur le récepteur PAR-1 avec inhibition de
la voie du NF-kB (33) et des effets pro-inflammatoires et pro-coagulants qui en résulte. Ainsi,
la PCa réduit I'inflammation en freinant la quantité de thrombine générée ainsi qu’en
diminuant la production de cytokines pro-inflammatoires, mais aussi I’adhésion, I'activation,
la transcytose des leucocytes ainsi que I'expression des molécules d’adhésions et de facteur
tissulaire a la surface des cellules endothéliales et des monocytes (34).

L'implication d’un méme récepteur, PAR-1, dans la transduction d’effets opposés en
fonction du type d’agoniste est a souligner. Ces réponses biologiques opposées s’expliquent
par la capacité qu’a la famille des récepteurs PAR d’activer différents types de protéines G et
voies de signalisation, en fonction des agonistes mis en jeu (35).

De plus, la PCa possede des propriétés cytoprotectrices via une action anti-
apoptotique (36). En effet, il est a rappeler que I'apoptose lymphocytaire et des cellules
endothéliales induit a la fois une immunosuppression et une altération endothéliale ce qui

contribue a l'installation des défaillances multiviscérales (37).

Enfin, la PS semble avoir des effets directs en termes de modulation de
I'inflammation, car elle possede une forte affinité pour les phospholipides anioniques,
exposés en grande quantité par les cellules en voie d’apoptose. Cette liaison de la PS aux
phospholipides membranaires, sous forme liée au C4b-BP régulateur de la voie du
complément, semble stimuler leur phagocytose, évitant ainsi leur apoptose complete avec

libération de leur contenu (38).
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Figure 3 : Effets de la protéine C activée au cours du sepsis, d’apres (39)

g) La Protéine C comme thérapeutique du choc septique

Les multiples atouts que semble posséder la PCa (activités anticoagulante, anti-
inflammatoire, anti-apoptotique) expliquent qu’elle ait été considérée comme un candidat
de choix comme traitement adjuvant des états infectieux séveres.

Il a d’abord été montré dans un modele animal que I'utilisation de concentrés de PC
plasmatique réduit la mortalité des animaux présentant une bactériémie a E. Coli (40).
L'avantage théorique de ce procédé était qu’il permettait d’activer le systéme anticoagulant
proportionnellement a la quantité de thrombine formée, et donc d’aboutir a un équilibre
des forces pro et anti-coagulantes. Cependant, I'altération de I'endothélium au cours du
sepsis entraine une incapacité de la PC exogéne a étre activée, probablement en lien avec un
défaut d’expression de la thrombomoduline. La PC a donc ainsi été progressivement
remplacée par la PC activée dans les essais cliniques.

En 2001, I'’étude PROWESS publiée dans le New England Journal of Medicine a ainsi
évalué I'efficacité et I'innocuité de la PCa recombinante dans le traitement du sepsis sévere
et du choc septique (41). La mortalité a J28 des patients du groupe traité était

significativement diminuée, passant de 30,8 % a 24,7 % avec réduction relative du risque de
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déces de 19,4 %. Il a été démontré que lI'effet de la PCa recombinante était significatif
lorsque le risque de mortalité devenait supérieur a 40 % (présence d’au moins 3 défaillances
d’organe). Chez ces patients particulierement graves, d’autres études réalisées confirment
une baisse de mortalité de plus de 50 %. (42-43). Néanmoins, son administration n’était pas
dénuée d’effets secondaires, notamment hémorragiques, du fait de son activité
anticoagulante et pro-fibrinolytique. Ainsi, dans I'étude PROWESS, 3,5 % des patients du
groupe traité avec la PCa présentaient un événement hémorragique sévere durant les 28

premiers jours contre 2 % dans le groupe controle (p = 0,06) (44).

h) Le Facteur V : voies d’activations et d’inhibitions

Le facteur V (FV) est une glycoprotéine de 330 kDa, cofacteur non-enzymatique
synthétisée par les hépatocytes et non vitamine K dépendante. Il est composé d'une chaine
lourde (domaines Al et A2) et d'une chaine légere (domaines A3, C1 et C2) et augmente
I'activité catalytique du facteur Xa par un facteur 100, au sein du complexe prothrombinase,
en présence de phospholipides anioniques plaquettaires et d’ions calciques. La formation de
ce complexe est nécessaire a la formation de thrombine, puis de fibrine.

Il était précédemment admis que la synthese du facteur V contenu dans les granules
alpha plaquettaires était en partie localisée dans les mégacaryocytes (MCG) (45). Mais
Thomassen et al. (46) ont pu démontrer au contraire que celui-ci avait une origine
plasmatique et qu’il était par la suite internalisé par les MCG.

Gould et al. (47) ont aussi montré que le FV plaquettaire était clivé en un cofacteur
partiellement actif, qui semble étre plus résistant a son inactivation par la protéine C activée.

Ces résultats confirment les recherches de Camire et al. (48) qui ont démontré que
I'inactivation compléete du FV dérivé des plaquettes n’est jamais totale et qu’il pourrait ainsi
exercer une activité prolongée.

En effet, de fagon physiologique, le Facteur Va est normalement dégradé par le
complexe formé par la Protéine C activée et son cofacteur, la Protéine S, en présence de
phospholipides et d’ions calciques a la surface des plaquettes (49). La PCa en tant
gu’inhibiteur physiologique limite ainsi I'amplification de la génération de thrombine en
clivant le FVa sur des sites spécifiques (en position 506), ainsi que le facteur Vllla, ce qui

empéche la croissance excessive du caillot de fibrine (50).
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Il faut noter que la PCa est incapable d'inactiver le FV lorsque I'arginine en position
506 est remplacée par une glutamine (51). Cette mutation, dite « facteur V Leiden » entraine
une perte de la fonction de protéolyse de la PCa sur le FV, ce qui entraine une perte du
rétrocontrole négatif de la génération de thrombine, et in fine, du caillot de fibrine (52).
Cette variation génique est ainsi le facteur de risque connu le plus courant de la maladie
thromboembolique veineuse.

Le facteur V Leiden (FVL) est un polymorphisme autosomique dominant présent
essentiellement chez les Caucasiens ou la prévalence du statut hétérozygote pour l'allele
muté varie entre 2 % et 15 % (53), si bien que 30 % des patients qui présentent une TVP
spontanée en sont porteurs (54). Le risque de développer un épisode thrombotique veineux
dépend du caractere hétéro ou homozygote de la mutation. Ainsi, par rapport a la
population générale, les personnes homozygotes pour l'allele muté présentent un risque

accru de 50 a 100 fois et de 5 a 10 fois pour les porteurs hétérozygotes (55).

De nombreuses études ont tenté de trouver un lien entre la présence du facteur V
Leiden et la survie au cours du sepsis. En 2008 Lindqvist et Dahlback (56) ont suggéré que le
FVL soit un avantage évolutif dans le sepsis, en se basant sur sa prévalence élevée dans la
population générale. Cependant, d'autres études n'ont pas trouvé de corrélation significative

entre le statut du facteur V (sauvage ou muté) et le pronostic au cours du sepsis (57-58).

i) Infections a SARS-Cov2 et déséquilibre de la coagulation

Plusieurs études ont noté une augmentation significative des taux de facteur V chez
les patients souffrants d’'une pneumopathie sévere liée au SARS-Cov2.

Dans l|'étude de Stefely et al. (2020) (59) les taux de facteur V étaient
significativement plus élevés (médiane a 150 %) chez les patients souffrant d’'un SARS-Cov2
comparativement a des patients hospitalisés en réanimation pour une autre cause (médiane
105 %). Certains patients présentaient méme un taux de facteur V supérieur a 200 %. De
plus, il est a noter qu'un taux élevé de facteur V était associé aux complications
thromboemboliques du SARS-Cov2 tandis qu’un taux normal (< 150 %) était associé a une

survie augmentée.
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D’un point de vue physiopathologique, un taux élevé de FV peut s’expliquer par
différents mécanismes. Tout d’abord, une libération du facteur V plaquettaire par les
granules alpha plaquettaires semble étre une hypothése plausible puisque les plaquettes
sont fortement activées dans le SARS-Cov2 (60).

De plus, le facteur V contenu dans les plaquettes differe de celui présent dans le
plasma, car il dérive du facteur V endocyté et modifié par les mégacaryocytes. |l posséde
ainsi des propriétés pro-coagulantes renforcées, notamment une résistance a l'inactivation
par la protéine C, ce qui augmente la durée d’action du FVa au sein du complexe
prothrombinase (48). Il a également été décrit que les mégacaryocytes étaient fortement
présents dans linterstitium pulmonaire, le coeur et d’autres organes chez les patients
souffrant d’une infection sévére au SARS-Cov2 (61). Cela participe probablement également
aux taux élevés de facteurs V retrouvés chez ces patients.

Enfin, il est a noter que des taux circulants importants de facteur von Willebrand
(VWF) et de facteur VIII ont été mis en évidence dans de nombreuses études réalisées chez
les patients souffrants d’une infection sévére au SARS-Cov2 (59-62-63-64). Cela n’est pas
surprenant car il est bien connu que I'inflammation et 'activation endothéliale au cours du
sepsis induit la libération de facteur Willebrand depuis les vésicules de Weibel-Palade
contenues dans I'endothélium. Le facteur Willebrand ainsi libéré en grande quantité dans la
circulation se comporte comme une protéine chaperonne pour le facteur VIII. Cette
particularité permet au facteur VIII d’étre protégé contre la protéolyse, allongeant sa demi-

vie de 2 ha 12-16 h, et participant a I'augmentation de son taux circulant.

j) Facteur VIII : structure et fonction

Le facteur VIII (FVIII) est une glycoprotéine de 330 kDa synthétisée majoritairement
par les cellules endothéliales sinusoidales du foie d’abord sous une forme monomérique
organisée en 3 domaines A, B et C. Il subit ensuite dans I"appareil de Golgi un clivage en
hétérodimere ou la chaine lourde et la chaine légere deviennent reliées par un pont calcium.

Apres son activation par protéolyse partielle de la thrombine, il exerce le rble de
cofacteur du facteur IX activé (FIXa) dans le complexe « ténase » en présence d’ions
calciques et de phospholipides anioniques plaquettaires. I permet ainsi d’augmenter

d’environ 200 000 fois la vitesse d’activation du facteur X par le facteur IX activé.
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Linhibition du facteur VIII activé est également assurée par la protéine C qui,
lorsqu'elle est activée et forme un complexe avec la protéine S clive le FVIII en fragments

inactifs.

k) Exploration de I’lhémostase plasmatique au cours du sepsis

Il existe un débat sur l'utilité des tests de coagulation dans I'évaluation de
I'hémostase au cours du sepsis car ils ne semblent pas refléter avec précision le risque de
saignement d'un patient (65-66).

Cela peut étre d0 au fait que le point final de ces tests se situe a un stade précoce du
processus hémostatique car ils sont réalisés avec des concentrations élevées de facteur
tissulaire (pour le Temps de Quick) ou d'activateurs de contact (pour le Temps de Céphaline
Activateur) et ne reflétent pas ce qui se passe in vivo et notamment I'action des inhibiteurs.
C’est ainsi qu’on observe, au cours du sepsis, des temps de coagulation prolongés avec une
diminution des taux de facteurs de coagulation qui pourraient suggérer une augmentation
du risque hémorragique (67). Pour autant, des études ont montré une nette augmentation
des marqueurs d'activation de I'hémostase, tels que les fragments 1 + 2 de la prothrombine
(F1+2) et les complexes thrombine-antithrombine (TAT) dans le syndrome septique (68-69).
De plus, "'augmentation du facteur VIII et du fibrinogene ainsi que la diminution des taux de
protéine C et d'antithrombine, observées au cours des états septiques semblent induire un
état plutét pro-thrombotique. Cela explique pourquoi les variations de |’hémostase
observées in-vitro, avec des modifications a la fois des acteurs pro-coagulants et
anticoagulants, ainsi que leur traduction en termes de risque hémorragique ou

thrombotique sont des sujets complexes a appréhender.

C'est ainsi que I'étude de Collins et al. en 2006 (70) a essayé d’évaluer I'équilibre
entre les acteurs anticoagulants et pro-thrombotiques au cours du sepsis. Dans son étude la
guasi-totalité des patients souffrant d'un sepsis sévere présentaient des tests globaux de
dépistage anormaux par rapport aux témoins. En effet, 95 % des 38 patients étudiés
présentaient soit un TQ soit un TCA allongé et 60 % présentaient a la fois un TP et un TCA
perturbés. Aucun des patients n'avait un taux de fibrinogene diminué, ce qui éliminait la

présence d’une coagulation intravasculaire disséminée (CIVD).
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Ces temps de coagulation anormaux étaient secondaires a une diminution des
facteurs de coagulation Il, V, VII, X, XI et Xll. D’ailleurs 21 % des patients avaient un ou
plusieurs facteurs en dessous d'un seuil théorique hémostatique et 45 % des patients
présentaient un faible taux de facteur XIl qui peut conduire a un TCA anormalement allongé,
sans augmentation du risque hémorragique. En revanche, le taux moyen de facteur IX n'était
pas significativement réduit par rapport aux témoins.

En outre, le facteur VIII était significativement plus élevé dans le groupe sepsis sévéere
(p < 0,01) et était supérieur a 150 % chez 84 % des patients. De la méme maniere, le

fibrinogene était augmenté (> 4 g/L) chez 63 % des patients.

Concernant les protéines inhibitrices de la coagulation : chez 53 % des patients le
taux de la protéine C était inférieur a la normale (< 70 %) et chez 66 % d'entre eux, le taux
d'antithrombine (AT) était également inférieur a la normale (< 80 %). A noter qu’il a été
précédemment montré que le taux d'antithrombine était corrélé négativement a celui des
protéines associées a un syndrome inflammatoire aigue (fibrinogene, CRP) (71). Les taux de

protéine S n"avaient en revanche pas été étudiés dans cette étude.

Des tests de génération de thrombine réalisés sur plasma riche en plaquettes (PRP) et
sur plasma pauvre en plaquettes (PPP) ont montré dans le groupe sepsis sévere, en
comparaison au groupe témoin, une augmentation du temps de latence de la génération de
thrombine ainsi que du temps et de 'amplitude du pic de thrombine. Cependant, il n'y avait

pas de différence dans les deux groupes sur la quantité totale de thrombine générée.

Ainsi, on peut en conclure qu’une fois I'hémostase activée, la phase de propagation
et de formation du caillot est normale dans le sepsis. Il est admis que I'activation de la
coagulation plasmatique est déclenchée par le complexe facteur tissulaire-facteur VII qui
génere une petite quantité de thrombine, souvent insuffisante physiologiquement pour
coaguler efficacement le fibrinogéne, mais qui est nécessaire a I'activation des cofacteurs V
et VIl et a I'expression des phospholipides plaquettaires anioniques. L'explosion rapide de la
production de thrombine nécessaire a la formation d'un caillot stable est ensuite générée
par le complexe ténase (associant les facteur Vllla, IXa et X) et le complexe prothrombinase
impliquant le facteur Xa et le facteur Va a la surface des plaquettes activées. L’activation de

I'hnémostase dans le sepsis est initiée par la voie du facteur tissulaire-facteur VIl (72) et il est
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probable que la diminution des taux de facteurs Il, VIl et X entraine un retard dans la
génération de la thrombine initiale, via la diminution de I'activation des cofacteurs V et VIII.
Cependant, les principaux composants de la voie intrinseque (facteurs IXa et Vllla) sont
préservés ou augmentés chez les patients atteints de sepsis et donc la production de
thrombine et de fibrine se déroule normalement, une fois les cofacteurs activés.

Ce mécanisme explique également les tests du TQ et du TCA prolongés qui sont
sensibles a la phase d'initiation plutdt qu'a la phase de propagation de I'hémostase. Ceci est

particulierement vrai pour le TQ.

Les taux des facteurs activateurs de coagulation, de la protéine C et de
I’antithrombine dans I'étude de Collins et al. en 2006 (70) sont similaires a ceux
précédemment rapportés par Hesselvik et al. en 1989 (73). En effet, une diminution
significative des facteurs Il, VII, X, XI, XIl, de la protéine C, ainsi que de I’'antithrombine ont
été objectivés avec une augmentation significative des taux du facteur VIII et du fibrinogéne.
Le taux de facteur V était légérement diminué dans le groupe septique (moyenne 95 % vs.

111 %) mais la différence n’était pas significative.

Ce déséquilibre entre des facteurs pro-coagulants élevés et des taux normaux ou
diminués d'inhibiteurs de la coagulation a été confirmé par Voicu et al. en 2020 (62) chez les
patients souffrants d’une infection sévere par le SARS-Cov2.

Ce profil de coagulation a antérieurement été rapporté par Lévi et al. en 2001 (74) et
induit une résistance acquise a la protéine C activée, en partie lié a I'inflammation. La voie du
systéme protéine C/protéine S semble saturée par des taux extrémement élevés de FVIII et
de FV, ce qui limite le feed-back négatif de la PC sur la coagulation, participant au
déséquilibre hémostatique en faveur d’un état pro-coagulant.

De plus, ce phénomene pourrait étre accentué par les Iésions endothéliales, induisant
une diminution de l'activation de la protéine C qui est en partie expliquée par un déficit

d’exposition endothéliale de thrombomoduline.
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I1l) PATIENTS ET METHODE

a) Design de I'étude

L’étude étant monocentrique, observationnelle et prospective. Nous avons étudié
un groupe de patients hospitalisés en réanimation chirurgicale du CHU de Tours entre

février 2021 et avril 2021.

L’objectif principal était de déterminer si le facteur V était surexprimé chez des
patients septiques en réanimation en comparaison a des patients de réanimation admis
pour une autre indication et s’il pouvait étre un marqueur biologique inflammatoire

indépendant comme le fibrinogene ou le facteur VIII.

L’objectif secondaire était de déterminer les causes de lI'augmentation du taux de
facteur V chez les patients septiques de réanimation. L’hypothese principale que nous
avons évaluée est celle d’'une diminution de I'activité du complexe Protéine C/Protéine S,

inhibiteur physiologique majeur de la coagulation.

Les patients étaient inclus :

- Dans le groupe « sepsis » si leur motif d’hospitalisation était la survenue d’un
sepsis sévere ou dun état de choc septique avec documentation

microbiologique.

- Dans le groupe « controle » s’ils ne présentaient pas de criteres cliniques et

anamnestiques d’état de choc et de sepsis.

Les criteres d’exclusion étaient les patients souffrant d’une insuffisance
hépatocellulaire aigue, d’une cirrhose, ou ayant comme antécédent une transplantation
hépatique, les patients sous anticoagulants oraux directs (AOD) ou ayant subi une
thrombolyse a I'admission, les patients ayant recu des produits sanguins labiles de type
plasma frais congelé (PFC) ou fibrinogene, ainsi que les patients en CIVD. En effet, ces
patients présentaient des facteurs confondants importants pouvant interférer avec leurs

taux de facteur V.
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b) Collecte des données

Les données recueillies dans le logiciel intranet du CHU de Tours (DPP) étaient la

date de naissance, le sexe, les criteres cliniques et I'étiologie du sepsis.

c) Parameétres mesurés

Un panel d’analyses d’hémostase a été réalisé sur le 1¢" prélevement sanguin regu,
pour chaque patient inclus. Les échantillons étaient collectés sur tube citrate 3,2 % (BD,
Plymouth, UK) avec un bon respect du niveau de remplissage du tube (1 volume de citrate
pour 9 volumes de sang) puis acheminés rapidement au laboratoire a température ambiante
avant de subir une centrifugation a 2250 G pendant 10 minutes a 20°C dans le but d’obtenir
un plasma pauvre en plaquettes (PPP). Certaines analyses ont été effectuées dans un second
temps, nécessitant une deuxieme centrifugation du prélevement avant congélation du
plasma a -80°C. Toutes les analyses ont ensuite été réalisées sur automate STAR-MAX
(Diagostica Stago, Asniéres sur Seine, France). Elles ont consisté a mesurer les taux du
facteur V, du facteur VIIl chronométrique, du fibrinogéne, de I'antithrombine, ainsi que de la
protéine C et de la protéine S en technique chronométrique. A noter que le taux de protéine
C a également été mesuré avec une méthode antigénique sur quelques échantillons
lorsqu’une interférence était suspectée en méthode chronométrique (taux de facteur VI
trés élevé). La mesure de l'activité anti-Xa a également été réalisée dans tous les
échantillons et n’a pas retrouvé d’activité détectable (< 0,1 Ul/mL), ce qui exclut le risque

d’interférence avec la mesure des taux de protéine C et S en technique chronométrique.

i) FacteurV

Il correspond au temps de coagulation d’un plasma citraté pauvre en plaquettes,
dilué au 1/10°™¢ et mélangé volume a volume avec un plasma déficient en facteur V
(Siemens Healthcare, Saint-Denis France). La coagulation est déclenchée, aprés incubation
a 37°C du plasma, par l'ajout de thromboplastine calcique (STA-NeoPTimal, Diagostica
Stago). Le temps de coagulation mesuré est converti en pourcentage d’activité en se

référant a une courbe d’étalonnage établie a partir d’'un plasma calibrant titrant a 100 %.
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ii) Facteur VIIl chronométrique

Le taux fonctionnel de FVIII a été défini en mesurant le temps de coagulation d’un
plasma citraté pauvre en plaquettes, dilué au 1/10°™ et mélangé volume a volume avec un
plasma déficient en facteur VIl (Siemens Healthcare, Saint-Denis, France). Ce mélange
réactionnel a ensuite été incubé a 37°C dans 50 plL de céphaline et d’un activateur de la
phase contact (STA-C.K. Prest, Diagnostica Stago). La coagulation a été déclenchée par
I’ajout de 50 pl d’une solution de CaCl2 a 0,025 M (STA CACL2 0,025 M, Diagostica Stago).
Le temps de coagulation mesuré a été converti en pourcentage d’activité en se référant a
une courbe d’étalonnage établie a partir d’un plasma calibrant titrant a 100 % d’activité. En
cas de valeur < 50 % le test a été relancé sur un plasma davantage dilué (au 1/40°™¢ voire au
1/80°™¢) pour s’affranchir d’une éventuelle interférence avec un anticoagulant circulant

(ACC) de type lupique qui pourrait diminuer de maniére artéfactuelle le taux de facteur VIII.

Les valeurs normales sont comprises entre 50 % et 150 % chez I'adulte et doivent
étre interprétées en tenant compte du taux de fibrinogene (augmentation des taux de

facteur VIl en cas de syndrome inflammatoire biologique).

iii) Fibrinogene Von Clauss

Il correspond a la mesure d’un temps de coagulation d’un plasma citraté pauvre en
plaquettes dilué au 1/20°™¢ en présence d’un réactif constitué de thrombine calcique et
d’un inhibiteur d’héparine (STA-Liquid Fib, Diagnostica Stago). Le temps de coagulation est
déclenché apres incubation du plasma a 37°C et le temps mesuré est transformé en masse
volumique (g/L) via une courbe d’étalonnage établie a partie d’'un pool de plasma normal

dilué de concentration connue en fibrinogéne.

Les valeurs normales chez I'adulte se répartissent entre 2 et 4 g/L.

iv) Protéine C chronométrique

Les dosages ont été réalisés avec la trousse STACLOT PROTEIN C (Diagnostica Stago).
Il correspond a la mesure d’'un temps de céphaline activateur d’un plasma citraté pauvre en
plaquettes, dilué au 1/10°™ et mélangé volume & volume avec un plasma déficient en

protéine C ajouté d’un inhibiteur d’héparine. Apres incubation a 37°C la protéine C est
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activée par le PROTAC, venin d’Agkistrodon Contortrix, ce qui lui permet d’inhiber les
facteurs Va et Vllla, puis la coagulation est déclenchée avec mesure du temps de
coagulation. Ce temps est proportionnel a la capacité de la protéine C activée d’inhiber les
facteurs Va et Vllla et d’interagir avec la PS, les phospholipides et le calcium. En revanche,
en raison du mode d’activation de la PC, les interactions de la PCa avec le complexe
thrombine-thrombomoduline ou avec son récepteur endothéliale (ECPR) ne sont pas
évaluées (75). Le temps de coagulation est ensuite converti en pourcentage en se référant a

une courbe d’étalonnage établie a partir d’'un plasma calibrant titrant a 100 %.

Il existe plusieurs interférences analytiques connues du dosage de la protéine C en

technique chronométrique.

Tout d’abord, il existe un risque de surestimation du taux en cas de traitement par
un AOD de type anti-Xa ou anti-lla, ou par héparine avec une activité anti-Xa > 1 Ul/mL. De
la méme fagon, en cas de déficit en facteurs de la coagulation ou en présence d’'un ACC
lupique le temps de la coagulation mesuré sera allongé conduisant a un taux de protéine C
surestimé avec possibilité de masquer un déficit. A I'opposé, il existe un risque de sous-
estimation du taux de protéine C en méthode chronométrique en cas de facteur VIII tres
élevé (> 250 % avec le réactif utilisé) (75). De la méme facon en cas de facteur V Leiden, une
résistance a l'inactivation du facteur Va peut entrainer une diminution du temps de
coagulation mesuré avec par conséquent une diminution artéfactuelle du taux de protéine
C. Il n’a été pas rapporté d’interférence analytique avec la trousse utilisée en cas de facteur

V Leiden (75).

Chez I'adulte (> 15 ans), les valeurs normales sont comprises entre 70 % et 140 %
sans variation selon le sexe ou I'age. A noter qu’il n’existe pas de risque hémorragique en

cas de valeur > 140 %.

v) Protéine C antigénique

Le dosage de la Protéine C en méthode antigénique fait appel aux dosages
immunologiques de type ELISA ou ELFA. La capture de la Protéine C s’effectue a 'aide de
fragments F(ab’)2 d’un anticorps polyclonal anti-PC (Diagnostics Stago, France) ou via un

anticorps monoclonal (Biomérieux, France).
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L'intérét que présente cette technique est I'absence de sensibilité aux interférences
précédemment décrites (taux élevé de facteur VIII, facteur V Leiden, déficit en facteurs,
présence d’'un ACC lupique). En revanche, ce dosage n’est pas une technique fonctionnelle
et ne renseigne donc pas sur la capacité de la PCa a inactiver les facteurs Va et Vllla. Le
dosage en méthode immunologique mesure ainsi uniquement la quantité de protéine C
présente dans le plasma. De plus, comme toutes les techniques immunologiques, son
résultat peut étre faussé en cas de présence d’anticorps dirigés envers les composants du
réactif. Dans notre étude, les dosages ont été réalisés avec la trousse Vidas Protéine C

(Biomérieux, France).

vi) Protéine S chronométrique

Les dosages ont été réalisés avec la trousse STACLOT PROTEIN S (Diagnostica Stago).
Il correspond a la mesure d’un temps de coagulation, apres incubation a 37°C d’un plasma
citraté pauvre en plaquettes, dilué au 1/10%™ et mélangé volume a volume avec un plasma
déficient en protéine S mais contenant de la PCa, du FVa et un inhibiteur d’héparine. La
coagulation est déclenchée avec mesure du temps de coagulation. Ce dernier est
proportionnel a I'effet cofacteur de la protéine C exercé par la protéine S et est converti en
pourcentage en se référant a une courbe d’étalonnage établie a partir d’'un plasma

calibrant titrant a 100 %.

Il existe plusieurs interférences analytiques connues du dosage de la protéine S en

technique chronométrique.

Tout d’abord, le taux de PS peut étre surestimé en cas de traitement par un AOD de
type anti-Xa ou anti-lla, ou par héparine avec une activité anti-Xa > 1 Ul/mL. De la méme
facon, en cas de déficit en facteurs de la coagulation ou en présence d’un ACC lupique le
temps de la coagulation mesuré sera allongé conduisant a un taux de protéine S surestimé

avec possibilité de masquer un déficit.

A I'opposé il existe un risque de sous-estimation du taux de protéine S en méthode
chronométrique en cas de taux de facteur VIII trés élevé (> 150% avec le réactif utilisé) (75).
De la méme fagon en cas de facteur V Leiden, une résistance a I'inactivation du facteur Va
peut entrainer une diminution du temps de coagulation mesuré et par conséquence une

diminution artéfactuelle du taux de protéine S. La trousse utilisée dans cette étude permet,
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en partie, de limiter cette interférence par I'ajout de facteur Va d’origine bovin, mais le
risque d’une sous-estimation en cas de la présence d’un facteur V Leiden ne peut pas étre
totalement exclu (75). Enfin, il est a noter qu’au cours du syndrome inflammatoire des
risques de faux diagnostic (sur ou sous-estimation) sont rapportées, en fonction du type de
médiateur de I'inflammation mis en jeu.

Les données de la littérature invitent a utiliser un seuil de 60 % pour les hommes,
ainsi que respectivement 55 % et 50 % pour les femmes ménopausées et non-
ménopausées (76). En effet, une forte variabilité est observée en cas d’imprégnation
oestroprogestative (contraception, grossesse) avec diminution du taux circulant de

protéine S.

vii) Antithrombine

En premiere intention, la méthode de dosage I'antithrombine est fonctionnelle et
chromogénique. Le réactif utilisé (Stachrom AT, Diagnostica Stago, France) évalue la capacité
de I'antithrombine a inhiber la thrombine ajoutée en quantité fixe et en exces, en présence
d’une forte concentration d’héparine. La quantité résiduelle de thrombine est mesurée par
son activité amidolytique sur un substrat chromogene spécifique avec une lecture de la
densité optique (DO) a 405 nm. La valeur de la DO est ensuite reportée sur une droite
d’étalonnage et est inversement proportionnelle a I'activité de I'antithrombine. Ce dosage
évalue les capacités des deux sites fonctionnels : le site de liaison a I’héparine et le site

réactif.

Les interférences possibles sont en lien a la présence d’un anticoagulant possédant
une activité anti-lla (Dabigatran, Argatroban) avec risque de surestimation du taux
d’antithrombine. Il existe également une interférence analytique en cas de plasma ictérique,

hémolysé ou lactescent du fait du type de dosage basé sur un principe colorimétrique.

d) Analyse statistique

Les patients étudiés et les groupes définis étaient indépendants. Nous avons suivi le
plan suivant : construction d’un diagramme de quartiles pour observer la répartition des
différentes variables en fonction des groupes étudiés, tests de normalité, tests de

comparaison des variables des groupes et construction de modeles de régression linéaire.
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Les variables catégorielles sont exprimées en valeur absolue. Les variables continues
sont exprimées en moyenne et écart-type lorsque leur distribution était normale, ou en
médiane et 25°™¢ - 75¢™¢ percentiles lorsque leur distribution ne suivait pas une loi normale.
La normalité de la distribution des variables était préalablement testée par le test de
Kolmogorov-Smirnov. Les comparaisons entre variables catégorielles étaient faites par le
test de Fisher. Les comparaisons entre variables continues étaient faites par un test t de
Student ou U de Mann-Whitney en fonction du respect ou non de la normalité de

distribution des variables. Un p < 0,05 était considéré comme significatif.

Les analyses statistiques ont été effectuées avec I'aide d’XLSAT (version 24.4.1359.0)

et du logiciel en ligne Socialsciencestatistics (www.socscistatistics.com)

IV) RESULTATS:

a) Patients étudiés

Apres exclusion de 23 patients, essentiellement a cause d'un contexte hépatique
(cirrhose, transplantation hépatique), nous avons analysé les taux des facteurs V, VI, du
fibrinogene, de I'antithrombine, de la protéine C et de la protéine S de 51 patients inclus
dans I’étude. Pour chaque patient nous avons effectué les dosages sur le 1¢" prélevement

regu.
Les 51 patients inclus étaient ainsi répartis en deux groupes (Figure 4) :

- Groupe « sepsis » : 30 patients (14 patients atteints d’'une forme sévére du SRAS-
Cov2, 5 chocs septiques, 3 pneumopathies, 5 autres sepsis et 3 surinfections de

pancréatites).

- Groupe «controle » : 21 (10 patients de post-opératoire non hémorragique, 4
intoxications médicamenteuses volontaires, 5 patients en comas et 2 d’autres

causes).
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309 prélévements regus
(correspondant a 74 patients)

23 patients exclus :

- Bcirrhoses

- 4 transplantations hépatiques

- 3insuffisances hépatiques aigues

- 5 hémorragies avec transfusion de PFC
- 3 patients sous AOD ou héparine

51 patients inclus

30 patients septiques : 21 patients non septiques :
- 14 SARS-Cov2 - 10 cas en post-opératoire non
- 5 chocs septiques hémorragique

- 3 pneumopathies - 4intoxications
- 5 autres sepsis médicamenteuses volontaires

- 3 surinfections de - 5 patients en coma
pancréatites - 2autres

Groupe sepsis Groupe controle

Figure 4 : Diagramme de flux

b) Comparaisons entre les groupes « sepsis » et « contrdle »

i) Démographie

D’un point de vue démographique I'age médian était plus élevé dans le groupe
« sepsis » : 68,5 ans vs. 59 ans, mais la différence n’était pas statistiquement significative.

(Tableau 1).

De méme le sex-ratio était plus élevé dans le groupe « sepsis » (4H/1F vs. 3H/1F)

mais cela était non parlant sur le plan statistique (p=1) (Tableau 1).
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ii) Taux des facteur pro-coagulants

Le taux moyen de facteur V était significativement plus élevé dans le groupe

«sepsis»: 174 % + 17,1 vs. 100 % + 20,5 (p < 0,01). (Tableau 1 et Figure 5)

De méme, le taux moyen de facteur VIII était plus élevé dans le groupe « sepsis » :
340 % + 140,9 vs. 315 % + 120,5 mais la différence n’était pas significative sur le plan

statistique. (Tableau 1 et Figure 5)

Enfin, le taux médian de fibrinogene était significativement plus élevé dans le groupe

« sepsis » : 6,39 g/L [5,71-7,04] vs. 4,82 g/L [3,36-5,22] (p < 0,05). (Tableau 1 et Figure 6)

iii) Taux des inhibiteurs physiologigues de la coagulation

Le taux moyen d’antithrombine était significativement plus élevé dans le groupe

« sepsis » : 98,1 % +13,5vs.86,8% + 11,6 (p <0,01). (Tableau 1 et Figure 7)

De méme, le taux moyen de protéine C était significativement plus élevé dans le groupe

« sepsis » : 105 % + 28,1 vs. 85 % + 28,4 (p < 0,01). (Tableau 1 et Figure 7).

Enfin, le taux moyen de protéine S était également significativement plus élevé dans le

groupe « sepsis » : 70,4 % £ 17.3 vs. 55 % + 18,3 (p < 0,01). (Tableau 1 et Figure 7).

Groupe contrdle (n=21) Groupe sepsis (n=30) Test de significativité

Age* 59 (33-71) 68,5 (58-72) NS (p=0,11)
Sexe-ratio (H/F) 3H/1F 4H/1F NS (p=1)
Facteur V (%)** 100 £ 20,5 174+17,1 p<0,01
Facteur VI (%)** 315+120,5 340 £ 140,9 NS (p=0,54)
Fibrinogéne (g/L)* 4,82 (3,36-5,22) 6,39 (5,71-7,04) p<0,05
Antithrombine (%)** 86,8+ 11,6 98,1+13,5 p<0,01
Protéine C (%)** 85 + 28,4 105 +28,1 p<0,01
Protéine S (%)** 55+18,2 70,4 +17,3 p<0,01

* Médiane (25™ centile-75%™ centile)
** moyenne t écart type

Tableau 1 : Comparaison des variables des groupes « contréle » et « sepsis »
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Figure 5 : Comparaison des taux de facteur V et VIl des groupes « contréle » et « sepsis »
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Figure 6 : Comparaison des taux de fibrinogéne des groupes « contréle » et « sepsis »

40



140

X
100 X

A

I

WA=t

|_

20

Antithrombine  Antithrombine  Protéine C ProtéineC  ProtéineS  Protéine S
(groupe (groupe (groupe (groupe (groupe (groupe
contrdle) sepsis) contréle) sepsis) contrdle) sepsis)

Figure 7 : Comparaison des taux d’inhibiteurs des groupes « contréle » et « sepsis »

iv) Expression des variables sous forme de ratio (Tableau 2 et Figure 8)

Nous avons également choisi d’exprimer les variables sous forme de ratio, pour tenter de

démasquer des différences entre les deux groupes.

La médiane du ratio [facteur V/facteur VIII] était légérement plus élevé dans le groupe
« sepsis » : 0,54 [0,43-0,70] vs. 0,33 [0,24-0,45] mais la différence était statistiquement non

significative.

Dans le groupe « sepsis », la médiane du ratio [facteur V/protéine C] était Iégérement
supérieur : 1,59 [1,36-1,98] vs. 1,15 [1,07-1,48], de méme que la médiane du ratio [facteur
V/protéine S] : 2,47 [2,01-2,98] vs. 2,08 [1,33-2,43]. Ces différences n’étaient également pas

significatives.

Quant au ratio [facteur VIII/protéine C], on notait I'absence de différence entre les

médianes des deux groupes : 2,96 [2,09-4,49] vs. 3,05 [2,31-6,09].

Enfin le ratio [protéine C/protéine S] était identique dans les deux groupes avec une

médiane égale a 1,61.
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Facteur V/Facteur VII* 0,33 (0,24-0,45) 0,54 (0,43-0,70) NS (p=0,22)
Protéine C/Protéine S* 1,61 (1,24-2,08) 1,61 (1,10-2,03) NS (p=0,61)
Facteur V/Protéine C* 1,15 (1,07-1,48) 1,59 (1,36-1,98) NS (p=0,24)
Facteur V/Protéine S* 2,08 (1,33-2,43) 2,47 (2,01-2,98) NS (p=0,53)
Facteur VIIl/Protéine C* 3,05 (2,31-6,09) 2,96 (2,09-4,49) NS (p=0,45)

* Médiane (25%™ centile-75°™ centile)

Tableau 2 : Comparaison des ratios des variables des groupes « controle » et « sepsis »
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Figure 8 : Comparaison des ratios des variables des groupes « controle » et « sepsis »
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v) Corrélations linéaires dans le groupe « sepsis »

Nous n’avons pas mis en évidence de corrélation linéaire dans le groupe « sepsis »
entre les variables « facteur V » et « facteur VIII » d’une part (Figure 9), et entre les variables
« facteur V » et «fibrinogéne » d’autre part (Figure 10). En effet nous trouvons des

coefficients de détermination (R?) respectivement a 0,006 et a 0,087.

Enfin, nous n’observons pas de corrélation en ce qui concerne les variables « facteur
V » et « protéine C » d’'une part (Figure 11), et « facteur V » et « protéine S » (Figure 12)

d’autre part, avec un R? respectivement a 0,103 et 0,006.
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Figure 9 : Courbe de régression linéaire entre le facteur V et le facteur VIl dans le groupe

« sepsis »
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Figure 10 : Courbe de régression linéaire entre le facteur V et le fibrinogene dans le groupe
« sepsis »
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Figure 11 : Courbe de régression linéaire entre le facteur V et la protéine C dans le groupe
« sepsis »
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Figure 12 : Courbe de régression linéaire entre le facteur V et la protéine S dans le groupe
« sepsis »
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V) DISCUSSION :

Les résultats confirment notre objectif principal en retrouvant des taux plus élevés de
facteur V chez les patients septiques en réanimation comparativement a ceux admis pour
une autre indication. Cependant I'absence de corrélation entre le facteur V d’une part et les
taux de fibrinogeéne et de facteur VIII d’autre part, infirme I’hypothése que le facteur V soit
un marqueur biologique indépendant de I'inflammation.

Nous aborderons par la suite les hypothéses physiopathologiques qui peuvent sous-

tendre 'augmentation observée des taux de facteur V.

En ce qui concerne I'objectif secondaire, nos résultats dans le groupe des patients
septiques vont a I'encontre de I'état actuel des connaissances en montrant des taux plus
élevés d’inhibiteurs (protéines C et S, antithrombine) que dans le groupe des patients admis
pour une autre indication.

Cela infirme I’hypothése d’un défaut du systeme PC/PS comme cause potentielle de
I’élévation du facteur V chez les patients septiques. Néanmoins cela est a nuancer car nous
observons également des ratios [facteur V/protéine C] et [facteur V/protéine S] plus élevés
dans le groupe « sepsis » ce qui pourrait indiquer une certaine tendance a un déséquilibre
entre le facteur V et les inhibiteurs. Nous détaillerons les possibilités d’interférences

analytiques ayant pu conduire a un biais de mesure des dosages d’inhibiteurs.

a) Taux des marqueurs biologiques inflammatoires

Tout d’abord, les taux élevés de facteur VIl et de fibrinogene dans le groupe
« sepsis » sont cohérents avec les résultats habituellement obtenus dans les syndromes
inflammatoires biologiques.

Nous retrouvons ainsi des taux de fibrinogene significativement plus élevés dans le
sepsis avec une médiane égale a 6,39 g/L [5,71-7,04] vs. 4,82 g/L [3,36-5,22].

En effet, les états septiques sont communément associés a des taux élevés de
fibrinogene, lorsqu’il n’existe pas de fagon concomitante un syndrome biologique de
coagulation intra-vasculaire disséminée (CIVD). La CIVD est caractérisée par un état
d’hyperactivation dérégulée de la coagulation associé a une hyperfibrinolyse, avec

consommation importante du fibrinogene, in fine. La présence d’une CIVD étant un critere
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d’exclusion de notre étude, il est donc cohérent d’observer des taux non effondrés de
fibrinogene.

Il en est de méme en ce qui concerne les taux de facteur VIl dont la moyenne est
plus élevée dans le groupe « sepsis » : [340 % + 140,9] vs. [315 % + 120,5], sans que la
différence ne soit cependant statistiquement significative.

Il existe plusieurs explications sur le plan physiologique. Tout d’abord, il a été montré
gue la transcription du gene du facteur VIII était activée par I'lL-6 (77). De plus, il est admis
que l'inflammation ainsi que I'activation endothéliale au cours du sepsis induit la libération
de facteur Willebrand depuis les vésicules de Weibel-Palade contenues dans I'endothélium.
Le facteur Willebrand libéré se comporte comme une protéine chaperonne pour le facteur
VIIl, allongeant sa demi-vie de 2h a 12-16h.

Ces deux mécanismes expliquent ainsi 'augmentation importante du taux de facteur
VIl observé dans le groupe « sepsis ».

Nous pouvons cependant nous interroger sur I'absence de différence statistique
entre les deux groupes en ce qui concerne le taux de facteur VIII. Les caractéristiques des
patients du groupe » contréle » (patients en post opératoire ou dans un contexte médical
aigu) a ainsi pu contribuer a la présence d’une inflammation a minima, avec par

conséquence des taux de facteur VIII plus élevés que la normale.

b) Taux de facteur V

Nos résultats concernant le facteur V sont en accord avec ceux précédemment
publiés par Stefely et al. (59), et Voicu et al. (62). En effet, ces derniers ont retrouvé des taux
élevés de facteur V, notamment chez les patients atteints d’une forme sévére du SARS-CoV2.
En effet, Stefely et al. a retrouvé un taux médian de facteur V a 150 % et Voicu et al. une
moyenne a 166 %.

Nous pouvons nous étonner de I'élévation importante du facteur V car les états
septiques graves sont fréquemment associés a une baisse de ce parametre en cas de CIVD
et/ou d’insuffisance hépatique aigue secondaire a I'état de choc.

Différentes hypotheses peuvent étre émises. D’'une part, le facteur V est un
constituant des granules alpha, lesquelles sont secrétées hors de la plaquette en cas
d’activation, qui peut étre a un niveau élevé au cours des états septiques (78). Cette

activation plaquettaire est en partie secondaire a la forte génération de thrombine, puissant
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agoniste plaquettaire, ainsi qu’au collagene, constituant du sous endothélium et agoniste
plaquettaire, exposé directement au flux sanguin et aux plaquettes en raison des lésions
induites par le sepsis. D’autre part, il a été prouvé que facteur V d’origine plaquettaire
possede des propriétés différentes du facteur V plasmatique. En effet, il est plus résistant a
I'inactivation par le systéme protéine C/protéine S, ce qui doit probablement participer a
I’augmentation de sa demi-vie sous forme activée (48). Enfin, il a également été décrit que
les mégacaryocytes, a I'origine de la synthese du facteur V d’origine plaquettaire, étaient
fortement présents dans l'interstitium pulmonaire, le coeur et d’autres organes au cours des
infections séveres au SARS-Cov2 (61). A notre connaissance, il n’existe pas d’études
décrivant une infiltration disséminée des mégacaryocytes au cours d’autres types d’états
septiques, mais il est raisonnable de penser que cette particularité existe probablement
également en dehors du SARS-Cov2.

Nous émettons ainsi I'hypothese que la conjugaison de ces trois mécanismes
(hyperactivation plaquettaire, modification du facteur V plaquettaire, et infiltration
mégacaryocytaire) pourrait expliquer les taux plasmatiques élevés de facteur V observés

dans notre étude.

Nous observons également dans le groupe « sepsis » un ratio [facteur V/facteur VIII]
plus élevé que dans le groupe « contrdle » (respectivement 0,54 vs. 0,33). Cela nous indique
d’une part des taux de facteur VIl plus élevés que le facteur V dans les deux groupes, mais
également une tendance, dans le groupe «sepsis» a une augmentation
proportionnellement plus importante du facteur V que du facteur VIII, ce qui pourrait
traduire une synthése ou une sécrétion du facteur V stimulée par I'inflammation.

Cependant nous n’observons pas de corrélation entre le taux de facteur V et ceux du
fibrinogéne et du facteur VIII dans le groupe « sepsis », infirmant I’hypothése que le facteur

V soit un marqueur biologique indépendant de I'inflammation.

c) Systéme inhibiteur Protéine C/Protéine S

Enfin, 'hypothése d’une inhibition de la voie protéine C/protéine S qui conduirait a
des taux anormalement élevés de facteur V par défaut de sa protéolyse semble également

infirmé dans notre étude.
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En effet, les taux de protéine C et S que nous avons observés apparaissent plus élevés
dans le groupe « sepsis ».

Il est cependant a noter que I'étude des différents ratios [facteur V/inhibiteur]
permet d’observer des valeurs plus élevées dans le groupe « sepsis ». C’est ainsi que nous
observons des médianes des ratios [facteur V/protéine C] et [facteur V/protéine S] plus
élevées dans le groupe « sepsis » : respectivement 1,59 vs. 1,15 et 2,47 vs. 2,08. Cela semble
cohérent puisque les taux de FV sont plus élevés chez ces patients septiques que chez les
patients du groupe « controle ». Néanmoins, il est cependant possible d’en déduire qu’il
existe probablement un dépassement, a minima, des capacités d’inhibition du facteur V par
le systéme inhibiteur PC/PS dans le groupe « sepsis », malgré I'augmentation en valeur

absolue des taux de ces deux inhibiteurs.

Il faut également noter que les taux élevés de protéine C, S et d’antithrombine
observés dans le groupe « sepsis » sont surprenants et en contradiction avec I'état actuel
des connaissances.

Nous émettons plusieurs hypotheses pour expliquer ces taux. Tout d’abord, la
possibilité d’une interférence analytique avec la présence d’un anticoagulant circulant de
type lupique (ACC) est possible dans ces contextes septiques. On ne peut pas totalement
éliminer cette hypothese car il n’y a pas eu de recherche spécifique d’ACC par des tests de
coagulation phospholipido-dépendant (Test au venin de vipére Russell, TCA sensibilisé).
Cependant, une interférence analytique avec la présence d’anticoagulants oraux ou
d’héparine a été écartée du fait de la mesure systématique de I'activité anti-Xa avant
inclusion des patients.

A I'opposé, il existe la possibilité d’un raccourcissement des temps de coagulation et
donc d’une sous-estimation des mesures des taux des protéines C et S en méthode
chronométrique en cas de syndrome inflammatoire biologique important. En effet, Stago
mentionne une interférence analytique lorsque le taux de facteur VIII dépasse une certaine
valeur (>250 % pour la protéine C et > 150 % pour la protéine S). Nous avons donc, a
posteriori, contrélé les taux de protéine C des patients du groupe « sepsis » présentant un
taux de protéine C inférieur a 70 %, en réalisant un dosage antigénique, pour vérifier
I'absence d’interférence analytique. Sur les quatre patients concernés dans le groupe
« sepsis », seulement un présentait une différence significative secondaire a un taux de

facteur VIII extrémement élevé a 766 %. Nous avons en effet retrouvé chez ce patient un
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taux de protéine C supérieur a 120 % en méthode antigénique contre 62 % en méthode
chronométrique. Pour les trois autres patients il n’y avait pas de différence significative
entre les taux mesurés par les deux méthodes.

En ce qui concerne la protéine S, sept patients du groupe « sepsis » présentaient des
taux de protéine S inférieurs a 60 % en méthode chronométrique. Nous n’avons cependant
pas vérifié les taux de ces patients en technique antigénique.

Ainsi, nous ne pouvons pas totalement exclure la possibilité d’'une sous-estimation
globale, par interférence analytique, des taux retrouvés normaux de protéine C et S dans le
groupe « sepsis », en raison du syndrome inflammatoire biologique.

De plus, il est également rapporté dans la littérature (75) que le taux de protéine S en
méthode chronométrique avec le réactif utilisé dans ce travail peut étre sous-estimé en cas
de facteur V Leiden. Nous n’avons cependant pas recherché la présence de cette mutation
dont la prévalence est toutefois assez élevée dans la population caucasienne (environ 5 %).

Enfin, en ce qui concerne I'antithrombine, nous observons également des taux
significativement plus élevés de cet inhibiteur de la coagulation dans le groupe « sepsis ». En
effet la moyenne est de [98,1 % + 13,5] vs. [86,1 % + 11,6] chez les controles. Ce résultat va a
I’encontre des données de la littérature, qui rapporte une corrélation inverse entre le taux
d’antithrombine et les marqueurs inflammatoires au cours du sepsis (71). Il nous est difficile
d’émettre des hypotheses quant aux causes possibles induisant de tels résultats. Il ne

semble également pas exister d’interférence significative pour cette analyse.

d) Limites:

Tout d’abord, notre étude souffre probablement d’'un manque de puissance en lien
avec un nombre de patients insuffisant. Nous avons recu beaucoup d’échantillons (309)
obtenus chez 74 patients, mais inégalement répartis avec chez certains patients un seul
prélevement réalisé, et chez d’autres prés de 10. Au final, nous n’avons retenu que 51
patients pour notre étude dont seulement 21 dans le groupe « contréle ». Ce faible nombre
de patients « controle » peut en partie s’expliquer par le recrutement des patients en
réanimation chirurgicale. En effet, la plupart des patients non septiques admis dans ce
service étaient en situation post-opératoire apres une chirurgie hépatique ou un syndrome
hémorragique, et il était donc assez difficile de pouvoir inclure des patients dans ce groupe

gui remplissaient tous les critéres requis.
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Il est également possible que les patients du groupe « contrdle » aient des taux de
PC, PS et d’antithrombine peu élevés en lien avec le contexte aigu d’hospitalisation en
réanimation. Cela pourrait contribuer a la différence observée dans les taux d’inhibiteurs

entre les deux groupes.

De plus, il est a noter que pour des raisons organisationnelles les prélevements
étaient effectués a des moments différents pour chaque patient, indépendamment de la
date de début de prise en charge en réanimation. Certains patients étaient prélevés a JO ou
J1 ou J2 et pouvaient ainsi déja étre en cours de guérison d’une infection au moment du

dosage.

Enfin, comme précédemment décrit, il n’est pas totalement exclu qu’il existe un biais
de mesure pouvons contribuer a une sous-estimation globale des taux de protéines C et S
dans le groupe « sepsis ». La poursuite de ce travail avec des dosages antigéniques, qui
s’affranchissent de ces interférences analytiques en lien avec le syndrome inflammatoire

biologique, pourrait permettre de confirmer nos résultats.

VI) CONCLUSION :

Nos résultats montrent que les patients septiques en réanimation ont un taux
significativement plus élevé de facteur V que les non-septiques. Notre étude n’a pas été en
mesure de démontrer que le facteur V pouvait étre un marqueur biologique indépendant de
I'inflammation. Contrairement aux données de la littérature, nous avons retrouvé des taux
d’antithrombine, de protéine C et de protéine S plus élevés dans le groupe « sepsis ».
L’hypothése d’une diminution du systéeme inhibiteur protéine C/protéine S, et en particulier
de la protéine C, comme cause potentielle d’un taux élevé de facteur V dans le sepsis n’est

donc pas soutenue par nos résultats.
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Résumé :

Introduction : La prise en charge d’infections séveres par le service de réanimation chirurgicale du
CHU de Tours a été 1’occasion pour les équipes médicales d’observer, de maniere inattendue, des taux
de facteur V a des valeurs supranormales (> 150 %) chez certains patients a leur admission. Nous
avons donc vérifié si les taux de facteurs V chez les patients septiques de réanimation étaient
significativement différents des patients non-septiques et nous avons investigué les potentielles causes
biologiques d’une telle augmentation.

Patients et Méthodes : Nous avons réalisé une étude monocentrique, observationnelle et prospective
des patients hospitalisés en réanimation chirurgicale entre février et avril 2021. Les critéres
d’exclusions étaient les pathologies hépatiques, les €tats hémorragiques avec transfusions de plasma
frais congelé ou de fibrinogene et les patients sous héparine, anticoagulant oral direct, ayant subi une
thrombolyse ou en CIVD. Les patients ont été classés en 2 groupes : groupe « sepsis » et groupe
« controle ». L’objectif principal était de confirmer si le facteur V est surexprimé chez des patients
septiques en réanimation comparativement aux patients admis pour une autre indication. L’objectif
secondaire était de rechercher si une diminution du taux de la protéine C est associée et pourrait
contribuer a I’augmentation du taux de facteur V chez les patients septiques de réanimation.

Résultats : Au total, 51 patients ont été inclus et répartis-en 2 groupes : 30 patients « septiques » et 21
patients « controle ». Le taux de facteur V était statistiquement plus élevé dans le groupe « sepsis »
(moyenne 174 % = 17,1 vs. 100 % =% 20,5 ; p<0,01), de méme que le fibrinogéne (médiane 6,39 g/L
[5,71 - 7,04] vs. 4,82 g/L. [3,36 - 5,22] ; p<0,05). Le taux de facteur VIII était aussi plus élevé dans le
groupe « sepsis » (moyenne 340 % £ 140.9 vs. 315 % + 120,5) mais sans différence statistiquement
significative. Enfin les moyennes des taux d’antithrombine, de protéine C et de protéine S mesurés
avec une méthode fonctionnelle étaient plus élevées (p<0,01) dans le groupe « sepsis » que dans le
groupe « contrdle » : antithrombine (98,1 % £ 13.5 vs. 86,6 % + 11,6) ; protéine C (105 % =+ 28,1 vs.
85 % = 28,4) ; protéine S (70,4 % £ 17,3 vs. 55 % £ 18,2).

Conclusion : Nos résultats montrent que les patients septiques en réanimation ont un taux
significativement plus élevé de facteur V que les non-septiques. Contrairement aux données de la
littérature nous avons aussi trouvé des taux d’antithrombine, de protéine C et de protéine S plus élevés
dans le groupe «sepsis». L’hypothe¢se d’une diminution du taux de protéine C comme cause
potentielle d’un taux élevé de facteur V dans le sepsis n’est donc pas soutenue par nos résultats.
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