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« Tout probleme profane un mystere, a son tour, le probleme est profané par sa solution. »

Emil Michel Cioran
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Introduction

Les traumatismes graves engendrent plusieurs millions de déces par an dans le monde et
environ 50% d’entre eux concerne des patients de moins de 40 ans, expliquant leur impact
majeur sur le plan social et économique (1) (2). La moiti¢ de ces décés sont liés a un
traumatisme cranien. Environ 35% sont dus a une hémorragie et 15% a une défaillance
multiviscérale. Les déces dus a une hémorragie surviennent dans les premicres heures, ceux liés
a un traumatisme cranien dans les premicéres 24 heures et ceux dus a une défaillance
multiviscérale apres plusieurs jours. La présence d’une hémorragie incontrdlée a été identifi¢e
comme cause réversible de décés pour ces patients (3).

Une séquence physiopathologique spécifique particulierement délétére est susceptible de
s’initier lorsqu’un traumatisme majeur est associ¢ a une hémorragie. Cette séquence est
caractérisée dans sa phase initiale par une défaillance macrocirculatoire liée aux pertes
sanguines. L’insuffisance circulatoire est initialement compensée par des mécanismes liés a
I’activation du systéme nerveux sympathique. Cet état est dénommé « insuffisance circulatoire
compensée » (4). Lorsque ces mécanismes sont dépassés, la perfusion tissulaire n’est plus
suffisante pour assurer le fonctionnement des organes critiques. Cet état est dénommé
« insuffisance circulatoire décompensée » ou choc. Parallélement a ces mécanismes généraux
de régulation, le réseau capillaire régule la distribution du débit sanguin au sein de chaque
organe afin d’optimiser la balance entre apports et besoins en oxygeéne. Lorsque I’ensemble de
ces mécanismes adaptatifs est dépassé, la survie du patient est compromise, expliquant la
constatation d’un pic de mortalité précoce chez les patients traumatisés graves. Apres plusieurs
jours, les interactions entre coagulation et immunité sont susceptibles d’induire des troubles
similaires a ceux observés en cas de sepsis. Ils sont caractérisés par une dysfonction
microcirculatoire responsable d’une défaillance multiviscérale. Ces mécanismes expliquent le

pic de mortalité retardée constaté méme apres restauration d’une pression artérielle optimale

(5) (6).

La présence d’une Coagulopathie Aigue Traumatique (ATC) entraine une aggravation de
I’hémorragie survenant a la phase précoce. Ce trouble spécifique de la coagulation se développe
dans I’heure suivant le traumatisme. Il est constaté chez environ un tiers des patients atteints
d’un traumatisme sévere (7) (8) (9). La présence d’une ATC est corrélée a une augmentation

de la mortalité et des besoins transfusionnels (10).
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L'ATC est un phénoméne endogene lié a la présence d’une hémorragie et de 1ésions tissulaires.
D’autres facteurs, préexistants et exogenes, sont susceptibles d’aggraver ’hémorragie lie a
I’ATC. Ces facteurs aspécifiques ont fait 1’objet de nombreuses publications et leur prise en
charge est intégrée aux recommandations européennes sur la prise en charge des hémorragies
traumatiques. Celles-ci préconisent de limiter le remplissage vasculaire, maintenir une

normothermie et réverser les traitements antithrombotiques (11).

L'ATC se définit comme une augmentation précoce du temps de prothrombine (PT) et/ou du
temps de céphaline activée (TCA) en cas d’association d’un traumatisme majeur et d’une
hémorragie. Ce trouble de la coagulation est corrélé a ’importance des Iésions tissulaires et a
la gravité de I’insuffisance circulatoire (10). L'ATC est un phénoméne complexe impliquant les
facteurs de la coagulation, les plaquettes, I’endothélium et le systeme immunitaire. Sa
physiopathologie reste encore mal comprise (12) (13). La survenue d’un phénotype
hémorragique a la phase aiglie est, pour de nombreux auteurs, liée & un déséquilibre entre la
coagulation et la fibrinolyse (14). Une dysrégulation des interactions entre la coagulation et
I’immunité serait quant-a-elle impliquée dans la phase tardive, caractérisée par une plus grande

sensibilité aux infections et la survenue d’une défaillance multiviscérale (15).

La compréhension des mécanismes impliqués dans la physiopathologie de I'ATC, permettant
I’identification de cibles potentielles pour de nouvelles thérapeutiques, constitue un enjeu
majeur pour ces patients. Ainsi, deux organisations, la "transagency consortium for trauma-
induced coagulopathy" aux Etats-Unis et la "task force for advanced bleeding care in trauma"
en Europe ont identifié des pistes de recherche sur ce sujet (16) (11). En parall¢le, de nombreux
experts internationaux tels que K. Brohi, M.J. Cohen et J.F. Fraser ont souligné 1'absence de

modeles expérimentaux pertinents pour étudier cette pathologie complexe (17) (18) (19).
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Partie 1 : Etat de 'art

Genéralites

L'hémostase est un systéme complexe finement régulé intégrant I’activation des facteurs de la
coagulation, I’activation plaquettaire et la réparation vasculaire (20). La conservation inter-
especes de ces processus au cours de 1’évolution témoigne de leur intérét en matiere de survie.
Les principaux facteurs de la coagulation ont été identifiés dans les années 50. Chaque facteur
étant activé par le facteur précédent, la notion de cascade de la coagulation a été développée au
décours d’expérimentations réalisées in vitro dans les années 60 (figure 1) (21). Cette cascade
comporte deux voies, la voie intrinséque et extrinséque. La voie intrinseéque est activée lorsque
le sang est en contact avec des surfaces hydrophiles. Elle est initiée par le clivage de la
prékallikréine en kallicréine qui active les FXI et FIX, aboutissant a la formation de thrombine
(FIIa), forme activée de la prothrombine (FII). La voie extrinséque est initiée par 1’exposition
de facteur tissulaire (TF) qui lie le FVII, permettant I’activation du FX et aboutissant également
a la formation de thrombine. Le concept de cascade de la coagulation a ensuite été révisé pour

intégrer le role des cellules dans ce processus.
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Figure 1: Cascade de la coagulation comprenant une voie endogéne et exogéne, aboutissant a la formation de thrombine.

Les concepts actuels concernant la coagulation comprennent trois phases: I’initiation,
I’amplification et la propagation (figure 2) (22). La phase d’initiation est caractérisée par la
génération de faibles quantités de thrombine. Elle correspond a D’activation de la voie
extrinseque par I’exposition de facteur tissulaire (TF) a la surface des fibroblastes présents dans
I’espace sous-endothélial. Le facteur tissulaire favorise la protéolyse et I'activation du FVII. Le
complexe TF/FVIla active les FIX et FX. Le facteur FXa s'associe au facteur FVa pour former
un complexe dénommé prothrombinase sur les cellules exposant du TF. Ce complexe convertit
la prothrombine en thrombine. Le FXa peut se détacher des cellules pour former des complexes
prothrombinase sur les membranes cellulaires a distance du traumatisme, expliquant la
diffusion du processus de coagulation. Cette diffusion est limitée par la présence de « tissue
factor protéine inhibitor » (TFPI) et d'antithrombine (AT) dans le plasma. La phase
d’amplification est caractérisée par une augmentation de génération de thrombine. En effet, la
thrombine favorise 1’activation des facteurs V et VIII, réalisant une boucle de régulation

positive sur sa propre formation. La thrombine active également les plaquettes présentes sur le
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site de la 1ésion. La phase de propagation est étroitement liée a I’activation plaquettaire. Les
plaquettes expriment des phosphatidylsérines chargées négativement a leur surface. A leur
contact, le FXIa convertit le FIX en FIXa, qui s'associe ensuite au FVIIIa pour former le
complexe ténase. Celui-ci catalyse la conversion du FX en FXa, participant avec la FVa a la
formation du complexe prothrombinase. Ces réactions aboutissent a une formation massive de
thrombine qui polymérise la fibrine, ¢lément indispensable a la formation du caillot (figure 3).
D’importantes perturbations du systéme hémostatique ont lieu aprés un traumatisme sévere.
Certaines d’entre-elles apportent un avantage en terme de survie, d’autres aboutissent a une
dysrégulation de la balance entre les processus pro et anticoagulants et ont un effet délétére en

terme de morbi-mortalité.

Initiation

fibroblast

Propagation

v
x -
prothrombin thrombin
N VWF/VIIla X
prothrombir
X1

Amplification activated platelet

platelet

Figure 2: Conception actuelle de la coagulation integrant le role des cellules
(42).
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Figure 3: Principales étapes I'activation plaquettaire (43).

L’ATC

L’ATC est une coagulopathie précoce, endogene et spécifique (10). Précoce car son initiation
a lieu dans les premicres heures suivant le traumatisme. Endogéne car sa survenue n’est pas
liée une dilution, une hypothermie ou une acidose. Spécifique car elle n’est observée qu’en cas
de traumatisme séveére. L’ATC se traduit cliniquement par un phénotype défini par une
tendance accrue au saignement survenant dans les premiéres heures apres le traumatisme (23).
Les critéres biologiques retenus initialement sont un allongement du temps de prothrombine
et/ou un allongement du temps de céphaline activée (16). Par la suite, des tests viscoélastiques
ont été utilisés pour diagnostiquer I’ATC et guider en temps réel la stratégie hémostatique des
patients (24) (25). Les multiplies dénominations utilisées pour ce phénoméne témoignent des
difficultés liées a la compréhension des mécanismes impliqués dans sa survenue. Ainsi les
termes « trauma induced coagulopathy », «trauma associated coagulopathy », « acute
coagulopathy of trauma », « coagulopathy after trauma » et « acute coagulopathy of trauma and
shock » ont été utilisés dans la littérature internationale pour désigner les troubles de la
coagulation endogenes, spécifiques et précoces survenant chez les patients traumatisés séveres
(26) (27) (23) (28) (29). Nous avons pris le parti d’utiliser le terme « coagulopathie aigue
traumatique », traduction d’« acute traumatic coagulopathy » ou ATC pour désigner cet état

physiopathologique particulier. L’ATC peut étre aggravée par d’autres facteurs, préexistants ou
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exogenes (30). Les facteurs préexistants sont 1’age, la prise de traitements antithrombotiques et
les troubles constitutionnels ou acquis de I’hémostase présents avant le traumatisme. Les
facteurs exogenes sont I’hypothermie, la dilution et I’acidose. L association de I’ensemble des
facteurs susceptibles d’induire un trouble de la coagulation en contexte traumatique est

dénommée « coagulopathie traumatique» (figure 4 et (11)).

Pre-existing factors
I Age l I Genetics ]
l Tissue damage l
]
\ L 4
Cytokine & hormone
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v v v
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v v ‘
-» TRAUMATIC COAGULOPATHY |«

Figure 4:Schémas des facteurs contribuant a la survenue d’une ATC (11).

Facteurs préexistants

I1 s’agit de facteurs favorisant ’hémorragie et liés a un statut particulier du patient. Ils sont
responsables de troubles de la coagulation présents avant le traumatisme. L’age a ét¢ identifi¢
dans de nombreuses études comme facteur de risque d’hémorragie apres traumatisme (31) (32).
Des troubles constitutionnels (hémophilies) ou acquis de la coagulation (insuffisance
hépatique) constituent également des facteurs préexistants susceptibles de majorer le
saignement (33). Par ailleurs, de nombreux patients sont actuellement traités au moyen de
molécules antithrombotiques (34). L’action délétére de ces traitements en contexte

hémorragique peut étre reversée. A titre d’exemple, ’idarucizumab, une immunoglobuline
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spécifique permettant la réversion de 1’effet anticoagulant du dabigatran a récemment obtenu
une autorisation de mise sur le marché en France (35). De méme, I’administration de
desmopressine est a présent recommandée dans la prise en charge des hémorragies graves sous
antiagrégants plaquettaires (36). A ces traitements spécifiques s’ajoutent I’administration de
vitamine K et de facteurs de la coagulation contenus dans le plasma ou les concentrés de

complexes prothrombiniques (11).

Facteurs exogénes

Ces facteurs sont I’hypothermie, la dilution et I’acidose et leur association est dénommée
« triade létale ». Ceux-ci ne sont pas spécifiques aux patients traumatisés graves et sont
susceptibles de survenir au décours de multiples mécanismes lésionnels comme par exemple

lors d’un choc hémorragique isolé ou de brulures étendues.

La présence d’une hypothermie, comme cela est fréquent en cas de traumatisme sévere (station
au sol, accident en extérieur) constitue un facteur exogene susceptible d’induire ou d’aggraver
une coagulopathie préexistante (37) (38). En effet, les facteurs de coagulation sont pour la
plupart des serine-protéases et la cinétique de ces enzymes est liée a la température selon la loi
d’Arrhenius (39). L’hypothermie constitue un facteur de coagulopathie réversible par
I’utilisation de méthodes de réchauffement externe telles que les couvertures a air pulsé, le
réchauffement des gaz inspirés et I’administration de fluides réchauffés. Des méthodes
invasives telles que ’hémodialyse et I’hémofiltration ont été décrites dans cette indication mais
la complexité de leur mise en ceuvre les rend peu compatibles avec la prise en charge d’un

patient traumatisé grave (40).

En cas d’hypovolémie extréme et en 1’absence de produits dérivés du sang immédiatement
disponibles, un remplissage vasculaire peut étre initié afin de maintenir un débit cardiaque
compatible avec la survie. Celui-ci comporte un effet délétére en induisant une dilution des
¢léments nécessaires a la coagulation, diminuant ainsi I’occurrence de leurs interactions. Ce

mécanisme est dénommé « coagulopathie de dilution » (41).

Chez les patients traumatisés sévéres, il existe une acidose d’origine multifactorielle (42).
Celle-ci survient secondairement a une insuffisance circulatoire, a I’administration de solutés
chlorés et a la présence de citrate dans les produits sanguins labiles. L’effet inhibiteur de
I’acidose sur la coagulation a été démontré de manicre expérimentale (43). En effet, une

diminution du pH modifie la structure des sites de liaison des facteurs de la coagulation au

19



calcium (44). Ainsi, il a été démontré qu’une diminution de pH a 7,0 abaisse les concentrations
plasmatiques en facteur Vlla, en complexe Flla/facteur tissulaire et en complexe FXa/FVa. Ces
modifications se traduisent par une diminution de génération de thrombine et de stabilité¢ du

caillot (45).

Déterminants de I'ATC

Les lésions tissulaires et I’hémorragie sont les deux déterminants de I’ATC. L’association de
ces deux parameétres est nécessaire a sa survenue. Les Iésions tissulaires peuvent intéresser
I’ensemble des organes mais celles qui sont associées a une mortalité élevée sont par ordre
décroissant les 1ésions du systéme nerveux central, de ’abdomen, du thorax et des membres
inférieurs (46). Une hémorragie grave, nécessitant une transfusion massive, est constatée chez

environ 15% des patients inclus dans les registres de traumatologie.

Différents scores ont été proposés pour mesurer la sévérité des lésions tissulaires. Les
traumatismes sont catégorisé€s en France par les critéres dits « de Vittel » proposés par Riou et
al. en 2002. Ceux-ci sont utilisés en pratique courante pour déterminer la gravité avérée ou
potentielle des patients traumatisés deés la phase pré-hospitaliere (47). Dans la littérature
internationale, les scores et AIS et ISS, scores historiques définissant la gravité des patients
traumatisés selon des critéres topographiques font I’objet de nombreuses publications et sont
considérés comme des scores de référence (48) . Les scores AIS et ISS ne sont pas calculés lors
du premier bilan lésionnel mais a posteriori, d’apres les comptes rendus d’imagerie et post-
opératoires. Le score AIS répertorie des territoires anatomiques, pour lesquels une cotation est
attribuée en fonction des 1ésions. Leur gravité est cotée sur une échelle allant de 1 (lésions
mineures) a 6 (1ésions 1étales) en se référant a un index répertoriant plusieurs milliers d’atteintes
traumatiques. Le score ISS se base sur la réalisation préalable du score AIS. Il est calculé en
additionnant la somme des carrés des scores AIS des 3 régions les plus touchées. Ce score varie

de 1 a 75 points. Un score ISS supérieur a 15 définit un traumatisme sévere (tableau 1).
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The ISS is the sum of the squares of the highest AlS code in each of the three most severely injured IS5 Body Regions.
The following example demonstrates an ISS calculation:
ISS Body Region* Injury AlS Code Highest AIS AlS?
HEAD/NECK Cerebral contusion NFS 140602.3 4 16
Internal carotid artery transection (neck) 3202124
FACE Closed fractured nose 2510001 1
CHEST Rib fractures left side, ribs 3 - 4 4502022 2
ABDOMEN Retroperitoneal Haematoma 543800.2 2 4
EXTREMITIES Fractured femur (NFS) 853000.3 3 9
EXTERNAL Abrasions (NF5) 910200.1 1
IS5=29

Tableau 1 : Exemple de réalisation des scores AlS et ISS pour un patient traumatisé (49).

La quantification d’une hémorragie ne peut se faire de maniére exacte au décours d’un
traumatisme. En effet, en cas d’hémorragie extériorisée, le sang n’est pas collecté comme il
peut I’étre dans le cadre du bloc opératoire via 1’utilisation de dispositifs d’autotransfusion (50).
De méme, dans I’hypothése d’un traumatisme fermé, I’hémorragie n’est pas précisément
quantifiable en I’absence d’imagerie. De plus, les dosages biologiques visant a évaluer
I’hémorragie par la mesure de la concentration en hémoglobine comportent un degré
d’imprécision a la phase précoce. En effet, les échanges osmotiques entre le secteur interstitiel
et intravasculaire conduisant a une diminution de concentration en hémoglobine ne sont
cliniquement significatifs qu’apres la premiere heure. Ce phénomene a été démontré en 1994
par Prist et al. sur modéle animal (figure 5 et (51)). L’hémorragie est par conséquent
appréhendée de maniere indirecte par la mesure de son retentissement sur la fonction
circulatoire. Cette évaluation peut étre réalisée selon des paramétres cliniques et biologiques.
Le college des chirurgiens américains a ainsi défini des critéres permettant d’évaluer de maniére
semi quantitative la gravit¢ d’une hémorragie selon la fréquence cardiaque, la pression
artérielle, la fréquence respiratoire, la vigilance et la diurése (tableau 2). Sur le plan biologique,
la concentration sérique en lactates et le déficit en bases sont des marqueurs universellement
reconnus d’insuffisance circulatoire. Ils sont utilisés dans de nombreuses études portant sur

I’état de choc hémorragique (52) (53).
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Figure 5: Echanges trans-capillaire pour trois niveaux d'hémorragie
chez le chien (moyennes et erreurs standard (51).

Class | Class 11 Class 111 Class IV
Blood loss (ml) Up to 750 750 to 1,500 1,500 to 2,000 >2,000
Blood loss (% blood volume) Up to 15% 15% to 30% 30% to 40% >40%
Pulse rate (bpm) <100 100 to 120 120 to 140 >140
Systolic blood pressure Normal Normal Decreased Decreased
Pulse pressure (mmHg) Normal or increased Decreased Decreased Decreased
Respiratory rate 14 to 20 20w 30 30 to 40 >35
Urine output (mi/h) >30 20 10 30 5t 15 Negligible
ICNS/mental status Slightly anxious Mildly anxious Anxious, confused Confused, lethargic
Initial fluid replacement Crystalloid Crystalloid Crystalloid and blood Crystalloid and blood
[Table reprinted with pemmission from the American College of Surgeons [57]. *for a 70 kg man.

Tableau 2 : Classification des pertes sanguines basée sur la présentation initiale du patient (54).

Une étude multicentrique de Frith ef al. ayant pour objectif d’identifier les déterminants de
I’ATC a été réalisée en 2010 sur 3646 patients (10). Dans cette étude, la coagulopathie était
évaluée par la mesure du PT ratio. En ’absence de déficit en base, le PT ratio était inférieur a
1,2 quelle que soit I’ISS. En I’absence de 1ésions tissulaires significatives, le PT ratio était
inférieur a 1,2 quelle que soit le déficit en base. Une analyse multivariée a établi ’association
entre I’ISS, le déficit en base et I’augmentation du PT ratio. Une potentialisation délétére des
1ésions tissulaires et de I’insuffisance circulatoire sur les troubles de la coagulation a ainsi été
rapportée par ces auteurs (figure 6). Cette étude a permis d’identifier les 1€sions tissulaires et

I’hémorragie comme étant les deux déterminants de I’ATC.
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Figure 6: Ratio du temps de prothrombine en fonction de I'ISS et du
base déficit. Les lésions tissulaires et [l'insuffisance circulatoire
potentialisent leurs effets sur I’hémostase (10).

Physiopathologie de la coagulopathie aigue traumatique

L’analyse de la littérature scientifique nous a permis de dégager cinq hypothéses permettant
d’appréhender la physiopathologie de I’ATC. Nous présenterons dans cette partie les
hypotheses d’une dysrégulation de la voie de la protéine C, d’une CIVD fibrinolytique, d’une
diminution des stocks en fibrinogéne, d’une diminution de fonction plaquettaire et de 1ésions
endothéliales pour expliquer la survenue d’une ATC. Ces hypothéses ne s’excluent pas toutes
mais proposent un éclairage différent concernant les voies impliquées dans la physiopathologie
de cette coagulopathie précoce, endogene et spécifique que constitue I’ATC. Elles nous

permettront de mettre en lumiere les résultats des études présentées dans ce travail de these.

Hypothese 1 : Dysrégulation de la voie de la protéine C

Cette hypothése suppose une production accrue de proté¢ine C activée en cas de traumatisme
grave. Celle-ci entrainerait une fibrinolyse excessive et une répression de la coagulation se

traduisant par 1I’expression d’un phénotype hémorragique.

La protéine C est un polypeptide de 419 acides aminés secrété sous une forme bicaténaire. Ses
deux chaines sont reliées par un pont disulfure. La chaine 1égere comporte 155 acides aminés,
la chaine lourde 262. La chaine lourde comporte un domaine d’activation de 12 acides aminés.
Son clivage par la thrombine entraine I’activation de la protéine C. La vitesse de cette réaction

enzymatique est multipliée par 20000 lorsque la thrombine est fixée a la thrombomoduline. La
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thrombomoduline est un récepteur de la thrombine présent sur I’endothélium vasculaire. La
fixation de la protéine C a un second récepteur endothélial, ’EPCR, multiplie a nouveau par 20

la vitesse de cette réaction (figure 7).

aPC<«—Prot G——Thrombine

PCR ™

Endothelium

Figure 7: Activation de la protéine C par le complexe
EPCR/Thrombine /Thrombomoduline.

La protéine C activée (aPC) régule la coagulation selon deux mécanismes : I’inhibition de la
coagulation et I’activation de la fibrinolyse. En effet, I’aPC inhibe les facteurs VIIla et Va qui
jouent un role clé dans la coagulation en favorisant la génération de thrombine. La thrombine
réalise par cet intermédiaire une boucle de rétrocontrdle négatif sur sa propre formation (20).
Par ailleurs, I’aPC exerce une action fibrinolytique en inhibant PAI-1, protéine exercant un effet
répresseur sur t-PA. En effet, t-PA active la formation de plasmine, enzyme essentielle a la
fibrinolyse. Une deuxiéme voie d’activation de la fibrinolyse est initiée par I’aPC. En effet, la
thrombine, exerce une fonction d’activation sur le «thrombin activatable fibrinolysis
inhibitor » (TAFI), enzyme inhibant la fibrinolyse. La répression de la thrombine par 1’aPC
entraine par conséquent une dé-répression de la fibrinolyse. En synthése, 1’aPC régule
négativement la coagulation en réprimant les facteurs Va et VIIla et exerce une activité
fibrinolytique par son action combinée sur le t-PA et le TAFI. La voie de la protéine C est

schématisée figure 8.
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Figure 8: La voie de la protéine C. La protéine C activée inhibe les facteurs Va et Vllla, réprimant ainsi la coagulation. Par ailleurs,
I’aPC active la fibrinolyse selon deux voies : la répression de PAI-1 et I'inhibition de TAFI.

L’hypothése d’une activation excessive de la protéine C dans les tissus hypoperfusés en
contexte traumatique a été développée par Brohi et al. lors d’une étude réalisée en 2007 chez
des patients traumatisés séveres (29). Dans cette étude, la production de protéine C activée a
¢té mesurée de maniere indirecte en mesurant la diminution de concentration plasmatique en
protéine C. Une production accrue de protéine C a été observée en cas d’insuffisance
circulatoire (figure 9B). Celle-ci était associée a un allongement du PT et du TCA, démontrant
une association entre 1’activation de la voie de la protéine C et la survenue d’une ATC. La
production de protéine C activée était associée a une augmentation des concentrations en PAI-
1 et en D-dimeres traduisant une activation de la fibrinolyse (figure 10 C et D). De manicre
intéressante, la présence d’une insuffisance circulatoire était associée a une augmentation des
concentrations plasmatiques en thrombomoduline soluble. La thrombomoduline soluble étant
un marqueur de lésion endothéliale, les résultats de cette étude suggerent par conséquent
I’hypothése d’une agression endothéliale associée a 1’activation de la voie de la protéine C en
cas d’ATC (figure 9A). Une autre étude menée par les mémes auteurs en 2008 a mis en évidence
une activation de la fibrinolyse induisant une augmentation des concentrations plasmatiques en

t-PA et D-dimeres en cas d’ATC (figure 11,12 et (28)).
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Figure 9: L’insuffisance circulatoire est associée a une élévation des concentrations plasmatiques en thrombomoduline soluble
traduisant une agression endothéliale (A) et une diminution des concentrations plasmatiques en protéine C traduisant la
formation d’aPC (B) (29).
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Figure 10: I'activation de la protéine C est associée a un allongement du temps de céphaline activée et du temps de
prothrombine (A et B) et a une augmentation des marqueurs de la fibrinolyse (C et D) (29).
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Figure 11: Activation de la fibrinolyse en cas de choc hémorragique d’origine traumatique (29).
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Figure 12: Augmentation des marqueurs de la fibrinolyse
en cas d’association de Iésions tissulaires (score ISS) a une
insuffisance circulatoire (base déficit) (28).

Afin de préciser cette hypothése, une étude de Davenport et al. réalisée en 2017 (55) a rapporté
chez des patients traumatisés graves une augmentation de concentration sérique en aPC
logiquement associée a une répression des facteur VIIla et Va (figure 13 C). Celle-ci était
associée a une diminution de résistance du caillot, faisant ainsi un lien avec 1’expression d’un
phénotype hémorragique (figure 13B). De manicre intéressante, une préservation paradoxale
de la capacité du plasma a générer de la thrombine a été observée, suggérant 1’existence d’un
mécanisme protecteur contre la répression de la coagulation exercée par I’aPC. Une
expérimentation animale a également été réalisée lors de cette étude. Un groupe de rats porteurs
d’une mutation de la thrombomoduline empéchant la formation d’aPC et un groupe porteur
d’une mutation empéchant I’inactivation du FVa par I’aPC ont été soumis a un traumatisme
sévere. Ces deux groupes présentaient des troubles de la coagulation de moins grande ampleur
que les rats non mutés, confirmant le rdle central de I’activation de la voie de la protéine C dans
I’ATC (figure 14). Une étude de Letson ef al. réalisée en 2018 sur modéle murin a observé une
activation de la fibrinolyse aprés traumatisme sévere, suggérant une fibrinolyse médiée par une
production accrue d’aPC. Les troubles de la coagulation étaient réversibles aprés administration

d’une solution contenant de 1’adénosine, de la lidocaine et du magnésium (56).
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Figure 13: Activation de la voie de la protéine C chez des patients traumatisés graves associée a une
réduction de résistance du caillot (B). Répression sélective des FVa et Villa par I'aPC (C et D) sans

altération de génération de thrombine (E) (55).
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Figure 14: L’inactivation de la thrombomoduline (TMKI) et la préservation de fonction du facteur Va (FVL) réduit fortement les
troubles de la coagulation post-traumatiques, confirmant le réle central de I’aPC dans la survenue d’une ATC (55).

Ces ¢tudes démontrent par conséquent une association entre une production accrue d’aPC et la
survenue d’une fibrinolyse en cas de traumatisme sévére. Cette hypothése est cependant
contestée par Gando, qui a publi¢ en 2018 une revue de la littérature relevant 1’absence de lien
de causalité entre I’activation de la voie de la protéine C et la survenue d’une ATC (57). En
effet, plusieurs auteurs rapportent une préservation ou une augmentation de génération de
thrombine en cas d’ATC (58) (55) (59). Or, la génération de thrombine devrait étre réprimée
par I’action inhibitrice de I’aPC sur les FVa et VIlla. De plus, deux expérimentations in vitro
réalisées par Campbell et a/ et Howard et al en 2014 et en 2016 suggerent que les concentrations
en aPC observées en cas d’ATC sont insuffisantes pour prolonger le PT et le TCA, éléments
clés du diagnostic d’ATC (60) (61). En dépit de ces arguments, le niveau de preuve a été jugé
suffisant pour conduire les sociétés savantes a préconiser 1’administration de thérapeutiques
antifibrinolytique en cas de choc hémorragique traumatique (62) (63) (11). En effet, une méta-
analyse de Gayet-Ageron et al. publiée en 2018 et portant sur plus de 40000 patients atteints
d’hémorragie sévere a relevé une diminution de mortalité en cas d’administration précoce
d’acide tranexamique, traitement antifibrinolytique dont le mécanisme d’action reste encore
mal compris (64).

La figure 15 résume le role de la protéine C dans la physiopathologie de I’ATC.
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Figure 15: Hypothése centrée sur la voie de la protéine C. Production accrue d’aPC (1) entrainant une inhibition de PAI-1 et
une dérepresion de t-PA. La protéine C régule négativement la génération de thrombine en inhibant les facteurs Va et Villa
(3), dé-réprimant TAFI (4). La dérépresion conjointe de TAFI et de t-PA entraine une activation excessive de la fibrinolyse
traduite par I'expression d’un phénotype hémorragique.

Hypothese 2 : CIVD fibrinolytique

Certains auteurs dont Gando et al. ont soutenu, en 2011, I’ hypothése selon laquelle I’ATC ne
serait pas une entité physiopathologique spécifique, mais qu’il s’agirait en réalité d’'une CIVD
fibrinolytique secondaire a un état pro-inflammatoire (65). En effet, de multiples agressions
(traumatisme, infections, hypoxie, briilures) sont susceptibles d’induire une inflammation
systémique favorisant I’apparition de troubles de la coagulation. Ce phénomene médié par le
systéme immunitaire est susceptible de survenir en [’absence de Iésion tissulaire ou
d’hémorragie, comme par exemple lors d’un arrét cardiaque ou d’un sepsis (66). La
coagulopathie du sepsis a fait I’objet de nombreuses études et la littérature scientifique sur ce
théme est abondante. Les voies d’activation impliquées dans sa survenue sont a présent
connues. Les anomalies de I’hémostase mises en évidence dans ce cadre sont par conséquent
susceptibles de servir de modéle pour éclairer I’hypothése selon laquelle I’ ATC serait en réalité
une CIVD. Le chapitre suivant résume les principales caractéristiques des troubles de la

coagulation observée en contexte infectieux.
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La coagulopathie du sepsis est décrite comme évoluant en deux temps. La phases initiale est
une CIVD thrombotique résultant d’une répression des substances anticoagulantes endogenes,
d’une résistance a la fibrinolyse et de 1ésions endothéliales (67). La seconde phase est une CIVD
fibrinolytique secondaire a un épuisement progressif des stocks en protéines impliquées dans
la coagulation et I’inhibition de la fibrinolyse. La phase thrombotique implique une activation
de la coagulation et une répression des substances anticoagulantes endogenes. L’activation de
la coagulation est initiée par le facteur tissulaire et médiée par les cytokines de I’inflammation.
Une ¢étude de Lupu ef al. a ainsi démontré en 2013 une augmentation d’expression de facteur
tissulaire et de cytokines de I’inflammation apres injection de lipopolysaccharides simulant la
survenue d'un sepsis (68) et figure 16. Le facteur tissulaire est présent sur les cellules
endothéliales, les monocytes et les macrophages. Il initie la voie exogene de la coagulation en
activant le FVII (figure 17). Le facteur tissulaire entretient lui-méme 1’activation de
I’inflammation en régulant positivement 1’expression de trois cytokines: TNF a, IL-1 et IL-6.
Celles-ci favorisent I’activation plaquettaire via le relargage de « platelet activating factor »
(PAF) (69) (22) (20). En parallele de cette activation de la coagulation, le sepsis induit une
répression des anticoagulants endogénes que sont le TFPI, la protéine C et I’antithrombine.
L’activit¢ du TFPI est diminuée en cas d’infection (70) (68). La protéine C activée est
également réprimée en contexte infectieux en raison d’une répression conjointe de
thrombomoduline et de I’EPCR, expliquant une diminution d’activité de la fibrinolyse (42). En
effet, I’expression de thrombomoduline est réprimée par les cytokines de I’'inflammation TNF
a, 'IL-1 et ’'IL-6 (71). De plus, la synthése d’antithrombine est diminuée en contexte septique
(72). Le mécanisme de cette inhibition implique une dégradation du glycocalyx endothélial.
Les glycosaminoglycanes du glycocalyx favorisent ’activit¢é de I’antithrombine et sont
dégradés en cas d’inflammation (73). Ces mécanismes pro-thrombotiques conservés au cours
de I’évolution conférent un avantage en maticre de survie car ils limitent la dissémination
systémique des micro-organismes. Ce phénomeéne est dénommé « immuno-thrombose ».
Cependant la CIVD est un phénomene évolutif : la CIVD thrombotique est suivie d’une CIVD
fibrinolytique. Cette deuxiéme phase se traduit cliniquement par des saignements diffus. Elle
associe une activation de la voie de la protéine C, une consommation des plaquettes et de
I’ensemble des facteurs de la coagulation (74). Elle est caractérisée par une diminution des
concentrations plasmatiques en fibrinogene et en protéine C et une élévation des D-dimeres.
Ainsi, lorsqu’un « orage inflammatoire » survient, la présence diffuse et excessive de cytokines
pro-inflammatoires entraine une génération systémique de thrombine dont la probabilité de
survenue est corrélée avec I'importance de I’inflammation. Cette CIVD, évolutive dans le

temps, peut reveétir un profil thrombotique ou fibrinolytique en fonction des stocks d’enzyme
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disponibles et des mécanismes de régulation activés. L’évolution des concentrations sériques

des principales protéines impliquées dans la survenue d’une CIVD en contexte septique est

résumée figure 18.
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Figure 16: Augmentation de I'expression de facteur tissulaire (A) et des concentrations plasmatiques en cytokines de
I'inflammation (D, E) apreés injection de lipopolysaccharides simulant un sepsis (68).
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Figure 17: L’expression de facteur tissulaire (TF) constitue constitue une étape déterminante dans la survenue
d’une CIVD. Celui-ci active la voie exogéne de la coagulation en activant le FVII.
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Figure 18: CIVD associée au sepsis. La phase initiale est une CIVD thrombotique. Celle-ci survient en raison d’une expression
excessive de facteur tissulaire induisant une production systémique de thrombine. Une inhibition de la fibrinolyse médiée par
la répression de I'antithrombine et de la voie de la protéine C est observée durant cette premiére phase. Une CIVD
fibrinolytique survient secondairement en raison d’un épuisement des facteurs de la coagulation, des plaquettes et du
fibrinogéne (74).

Certains auteurs soutiennent 1’hypothese que ces concepts aspécifiques liant I’inflammation et
I’hémostase et expliquant la survenue d’un phénotype hémorragique ou d’une défaillance
multiviscérale dans le cadre du sepsis présentent des similarités avec la coagulopathie constatée
aprés un traumatisme (26) (27) (75). Tout comme pour le sepsis, la conservation de ces
mécanismes au cours de 1’évolution serait liée a un avantage en matiére de survie. En effet, une
activation conjointe de 1’hémostase et de I’inflammation aurait pour fonction de limiter
I’hémorragie tout en activant la réparation tissulaire a 1’échelle locale. En revanche, en cas
d’activation diffuse, une dysrégulation de ces processus les rendraient déléteres. Les auteurs
défendant I’hypotheése selon laquelle PATC serait en réalit¢ une CIVD proposent des
mécanismes similaires mais une séquence légerement différente de celle décrite dans le sepsis.
En effet, selon ces auteurs, la CIVD traumatique comporterait initialement une phase
fibrinolytique évoluant secondairement vers I’expression d’un phénotype thrombotique (65).
Les mécanismes impliqués seraient les suivants : le traumatisme induirait une activation de la
coagulation initiée par une expression excessive et diffuse de facteur tissulaire aboutissant a
une génération systémique de de thrombine. Ce mécanisme, identique en tous points a la CIVD

décrite dans le sepsis, se traduirait par une augmentation majeure de génération de thrombine
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associée a une diminution globale des facteurs de la coagulation en raison de leur
consommation. La différence avec le sepsis résiderait dans un relargage massif de t-PA en
raison d’une agression endothéliale, expliquant 1’observation précoce d’un phénotype
hémorragique (76). Cette fibrinolyse initiale médiée par I’endothélium serait soutenue par la
production d’aPC secondaire au « burst » de thrombine (27). L hyper-fibrinolyse entrainerait
une consommation et un épuisement progressif des stocks de protéine C, responsables in fine
d’un état pro-thrombotique survenant apres plusieurs jours d’évolution. Il se traduirait par une
¢lévation anormale et prolongée de concentration plasmatique en PAI-1. Le phénotype observé
chez les patients serait par conséquent une défaillance multiviscérale liée a la présence de

microthrombi diffus. Ce modéele est illustré figures 19 et 20.

| Early phase (0 - 48 hr) Late phase (48 hr - 5 days) |

| Trauma hemorrhagic shock I—-I Trauma |
Innate immune responses Innate immune responses
inflammation (SIRS) inflammation (sustained SIRS)

Hypothermia

Acidosis

Dilution

| DIC with fibrinolytic phenotype DIC with thrombotic phenotype |

Figure 19: Schéma conceptualisant les troubles de la coagulation en contexte traumatique comme une séquence comprenant
d la phase initiale une CIVD fibrinolytique évoluant secondairement en CIVD thrombotique (65).
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Figure 20: Figure de gauche: situation normale, figure de droite: CIVD traumatique. A : thrombine, B : plasmine, C: D-
dimeres, D : PAI-1. La phase initiale est une CIVD fibrinolytique caractérisée par un pic de thrombine responsable d’une
activation excessive de la voie de la protéine C. La seconde phase est une CIVD thrombotique. L’épuisement progressif des

34



stocks en protéine C entraine une dé-répression de PAI-1 et une répression de la fibrinolyse. Cette seconde phase est
caractérisée par la formation diffuse de microthrombi entrainant une défaillance multiviscérale (65).

Selon I’hypothése d’une CIVD fibrinolytique, les concentrations plasmatiques en facteurs de la
coagulation et en plaquettes devraient décroitre rapidement (75). Un profil biologique
compatible, associant un allongement du TCA et une diminution des facteurs de la coagulation
a en effet été observé par Johansson et al. en 2011 (58). De plus, une étude de Frohlich et al.
réalisée en 2018 chez I'homme a observé une association entre 1’ augmentation des
microparticules endothéliales et la survenue d’une fibrinolyse aprés traumatisme sévere (77).
Ces résultats sont concordants avec I’hypothése de 1ésions endothéliales responsables d’un
relargage de t-PA pour expliquer I’observation d’un profil fibrinolytique précoce (76). De plus,
une ¢€lévation de concentration plasmatique en PAI-1 a été observée dans une étude reportée
par Gando et al. en 2011 portant sur des patients traumatisés séveres (65). L’¢élévation de PAI-
1 persistait 3 jours apres le traumatisme, renfor¢cant I’hypotheése d’une CIVD thrombotique de

survenue tardive (figure 21).

PAI-1 (ng/mL)

Days posttrauma

Figure 21: Activation excessive et persistante de PAI-1 trois
jours apres le traumatisme dans le groupe des patients
présentant une coagulopathie traumatique (rectangles
grisés). Les patients traumatisés ne présentant pas de
trouble de la coagulation figurent en blanc (65).

Cependant, certains auteurs tels que Harr et al. affirment que I’ATC est une entité
physiopathologique distincte de la CIVD. Ces auteurs ont observé lors d’une étude animale
réalisée en 2011 une diminution de génération de thrombine liée a une baisse des stocks en
facteurs de la coagulation (78). Ces résultats sont cependant discordants avec les observations
de Dunbar et Chandler réalisées en 2009 et 2010 chez ’Homme, qui relevaient une
augmentation de génération de thrombine apres traumatisme sévere (79) (80). Johannsen ef al.
ont recherché la présence de critéres de CIVD (figure 22 et (81)) lors d’une étude réalisée en
2011 portant sur 80 patients traumatisés (58). Ces critéres ont été reproduits. Aucun des patients
ne présentait les critéres diagnostics d’une CIVD mais les patients présentant une ATC avaient

un profil clinico-biologique compatible avec I’hypothese publiée par Gando et al. en 2013 (27)
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associant une consommation des facteurs de la coagulation, des Iésions endothéliales, une
augmentation des marqueurs de la fibrinolyse et une augmentation des marqueurs de
I’inflammation (tableau 3). Cette étude a par conséquent remis en cause 1’hypothése selon
laquelle les troubles de la coagulation observés chez I’Homme en contexte traumatique
correspondraient stricto sensu a une CIVD tout en supposant I’existence de mécanismes

physiopathologiques compatibles.

1. Risk assessment: Does the patient have a underlying disorder known to be associated with
overt DIC?

If ves: proceed; If no: do not use this algorithm;

(¥

Order global coagulation tests (platelet count, prothrombin time (PT), fibrinogen, soluble

fibrin monomers or fibrin degradation products)

3. Score global coagulation test results

o platelet count (=100 = 0; <100 = [; <50=2)

e elevated fibrin-related marker (e sol ubl e fibr nm onomers/f be in degradation products)
(no increase: ); moderate increase: 2; strong increase: 3)

e prolonged prothrombin time
(< 3 sec.=0; > 3 sec. but < 6 sec.= I; > 6sec. = 2)

o fibrinogen level

(> 1.0 gram/! = 0; < 1.0 gram/ = 1)

CLLLL

4. Calculate score

5. If > 5: compatible with overt DIC; repeat scoring daily

If < 5: suggestive (not affimmative) for non-overt DIC; repeat next 1-2 days;

Figure 22: Critéres de CIVD établis par I'ISTH (81).
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and non-ACoTS patients

Table 2 Demography, injury severity, transfusions, mortality, hemostasis and biomarkers of coagulopathy in ACoTS

ACoTS Normal p to value
(no ACoTS)

Demography
N 12 68
Age yrs 42 (26 to 74) 46 (34 to 63) NS
Gender mo% (n) 75% (9) 66% (45) NS
Blunt trauma % (n) 92% (11) 91% (62) NS
ISS score 34 (30 to 43) 17 (10 to 25) < 0.001
sTBI % (n) 25% (3) 32% (19) NS
GCS (PH) score 3(3to7) 13 (7 to 15) < 0.001
Shockindex (PH) HR/SBP 068 (0.56 to 0.78) 061 (048 to 0.75) NS
RBC 1 h n 50t09) 0(0to0) < 0.001
MT (> 10 RBC in 24 h) % (n) 50% (6) 7% (5) < 0.001
Mortality % (n) 50% (6) 12% (8) 0.001
Shock, biochemistry and coagulopathy
pH 7.27 (713 to 7.31) 7.36 (7.31 to 7.40) 0.001
SBE mmol/l -5.1 (-82 to -2.35) -1.8 (34 to 0.0) 0.009
Hemoglobin mmol/| 638 (5.8 to 8.38) 85 (76 to 90) 0.055
Platelet count 1091 197 (173 to 238) 208 (176 to 259) NS
Fibrinogen g/l 1.53 (1.25 to 2.02) 245 (2.18 to 2.89) 0.001
FXIN microg/ml 23 (17 to 29) 30 (24 10 39) 0.004
vWF % 143 (100 to 209) 201 (140 to 226) 0117
APTT sec 33 (27 to 42) 25 (23 to 26) NA
INR ratio 1.3(13t0 1.5 1.1 (11 to 1.1) NA
Tissue, endothelial cell and glycocalyx injury
Histone-complexed DNA % 154 (8.5 t0 582) 48 (01 t0 11.8) 0.003
Annexin V ng/ml 45 (40 to 61) 24 (21 to 35) 0.001
sTM ng/ml 290 (2.27 to 4.09) 143 (0.92 to 334) 0.015
Syndecan-1 ng/mi 62 (34 to 107) 31 (18 to 48) 0.013
Thrombin generation
PF1.2 nmol/l 3.17 (061 to 16.03) 6.71 (2.08 to 1879) 0.120
TAT ng/ml 38 (36 to 41) 36 (30 to 43) NS
Natural anticoagulation
AT 10° U/l 068 (062 to 0.85) 0.95 (0.87 to 1.03) < 0.001
PC % 72 (60 to 89) 114 (99 to 129) < 0.001
APC ng/mi 998 (8.59 to 11.96) 978 (7.72 to 12.15) NS
sEPCR ng/mi 174 (141 1o 242) 230 (175 to 398) 0.087
PS % 57 (50 to 69) 66 (61 to 71) 0.078
TFPI ng/ml 63 (43 to 74) 60 (47 to 80) NS
Fibrinolysis
D-dimer ng/ml 174 (173 t0 176) 158 (122 to 173) 0.001
tPA ng/ml 72 (5510118 69 (35 to 126) NS
PAI ng/ml 26 (11 ¢ 37) 22 (14 to 40) NS
Inflamamtion
sC5b-9 ng/ml 1,014 (701 to 1, 173) 1,027 (905 to 1, 232) NS
IL-6 pg/ml 110 (98 to 128) 61 (1810 118) 0.024

Tableau 3: En cas de traumatisme sévere,

le profil clinico-biologique des patients qui présentent une ATC associe une

consommation des facteurs de la coagulation, des Iésions endothéliales, une augmentation des marqueurs de la fibrinolyse et
une augmentation des marqueurs de I'inflammation. Ce profil est similaire a celui d’une CIVD mais aucun de ces patients n’en
présentait les critéres diagnostics. De plus, 'ATC n’est pas associée a une augmentation significative de génération de

thrombine (58).
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La figure 23 résume I’hypothése selon laquelle ’ATC serait une CIVD fibrinolytique.
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Figure 23: Schéma illustrant hypothése selon laquelle I’ATC serait une CIVD fibrinolytique. (1) exposition excessive de facteur
tissulaire secondaire au traumatisme. (2) génération systémique et excessive de thrombine. (3) Pic de plasmine lié a une
agression endothéliale expliquant I'expression précoce d’un phénotype fibrinolytique. (4) Dé-répression de PAI-1 liée a un
épuisement des stocks de protéine C entrainant I'expression d’un phénotype thrombotique plusieurs jours aprés le
traumatisme.

Hypothese 3 : Réle du fibrinogéne

Selon cette hypothese, I’ATC serait caractérisée par une diminution de concentration en
fibrinogéne favorisant la survenue d’une fibrinolyse excessive. En effet, une étude de Diez et
al. réalisée en 2006 a démontré chez des sujets sains une corrélation négative entre la
concentration plasmatique en fibrinogéne et la concentration plasmatique en aPC (82). Cette

corrélation a été confirmée in vitro puisqu’il a été observé une relation dose-dépendante entre
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les concentrations en fibrinogéne et en aPC en présence de cellules endothéliales (figure 24).
Le fibrinogéne aurait une action inhibitrice sur le complexe formé par la thrombine et
thrombomoduline endothéliale. Par conséquent, une diminution de concentration sérique en
fibrinogene est susceptible d’activer la voie de la protéine C et de la fibrinolyse. Le mécanisme
de cette inhibition serait expliqué par la configuration des sites de liaison entre ces protéines.
En effet, le fibrinogéne et la thrombomoduline disposent du méme site de liaison a la thrombine,
le site FRS (figure 25 et tableau 7). Ce site de liaison commun suggeére un mécanisme
d’inhibition compétitive du fibrinogéne sur les interactions entre la thrombine et la
thrombomoduline (83). L hypothése selon laquelle la diminution des stocks en fibrinogéne
aurait un réle primordial dans la genése d’un phénotype hémorragique en cas de traumatisme
sévere est cohérente avec les résultats d’une étude clinique de Rourke et al réalisée en 2012
(84). Ces auteurs ont observé une association négative entre I’importance des lésions tissulaires,
la gravit¢ de I’état de choc, le volume de remplissage vasculaire et la concentration en
fibrinogene (figure 26). La diminution de la concentration plasmatique en fibrinogéne a été
identifiée comme facteur prédictif de mortalité a 24 heures dans cette étude. La résistance du
caillot était corrélée a la concentration en fibrinogene et la correction ex-vivo d’une hypo-

fibrinogeénémie reversait la coagulopathie.
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Figure 24: Relation dose dépendante entre aPC et fibrinogéne
testée in vitro sur cellules endothéliales évoquant un effet
répresseur du fibrinogene sur la voie de la protéine C (82).
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A-chain

Figure 25: site de liaison FRS de la thrombine (83).

Table 1. Thrombin Residues of the FRS Domain (R67-182) Involved in Binding to Several Thrombin Ligands

Thrombin Ehdbeands

residue Fibr-Aa Fibr-Bg TM PAR1 Hir HC II FV FVIII® FXIIP

RG7 D49!29,32] ¥413122.92,118,119] F55(20,27,82,98] NDI2027]  NDI24,32] ND32:26] NpI8!  Nps4

K70 ND[25, 117] ND[ZZ]

H71 NDI251 ND!22!

R73 ND[25] ND[ZZ] Y52,D50[20’98] F56[20,27] ND[24,12(},121] ND[ZG] ND[B] ND[84]

T74 D416g/22.92,118,119] F56127] NDIB  NDI84

R75 D416, D423[92,118,119] g57lil] NDl2l NDI26!

Y76 W52, P53, P64, Y413, 1414, L415, P54, F55271  E57, P60t27) ND26!  NDI& NDE
F54[25,29] P65[34] 1424[22,92,118,119]

R77TA ND!25! D416-417, E57127) NDI24I ND!8! NDI84 Npl8dl

T4929!22,92,118,119]

K81 S56291 S671341 NDI22I Y63(S04)%7  NDI24 ND!8! NDI84  NDI84

182 Y41392,118,119] 159, P6027] ND!8!

The relative references are reported as superscripts. ND: not determined.

2The attribution of the interacting thrombin residues was done on the basis of the competitive inhibition of FVIII C2 domain hydrolysis by thrombin

in the presence of the sulphated-hirudin 54-65 peptide [8].

bThe attribution of the interacting thrombin residues was done on the basis of the competitive inhibition of FXIII hydrolysis by thrombin in the

presence of hirugen [84].

Tableau 4: le site de liaison FRS de la thrombine lie de nombreux ligands, dont le fibrinogene et la thrombomoduline (83).
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Figure 26: Diminution de concentration en fibrinogéne dans les sous-groupes de patients présentant une ATC, un ISS élevé, un
remplissage vasculaire et un état de choc (84).

Une diminution de concentration plasmatique en fibrinogéne semble par conséquent associée a
la présence d’'une ATC. C’est pourquoi les thérapies de supplémentation en fibrinogéne font
’objet d’une attention particuli¢re de la part des cliniciens qui les considérent désormais comme
faisant partie intégrante d’une réanimation hémostatique bien conduite (85) (11) (86).

La figure 27 résume I’hypothése selon laquelle le fibrinogéne jouerait un role central dans la

survenue d’une ATC.
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Figure 27: Hypothese identifiant le fibrinogéne comme élément central dans la genése d’une ATC. A I'état normal, le
fibrinogéne réprime les interactions entre la thrombine et la thrombomoduline par inhibition compétitive sur le récepteur FRS.
(1) Diminution de concentration sérique en fibrinogene corrélée a I'importance du traumatisme, du choc et du remplissage
vasculaire. (2) L’hypofibrinogénémie entraine une dérépresion des interactions entre thrombine et thrombomoduline par levée
d’inhibition compétitive. (3) Production de protéine C activée. (4) La protéine C activée exerce un contrélé négatif sur la
formation de thrombine et une action fibrinolytique en réprimant PAI-1 (5).

Hypothese 4 : Altération de la fonction plaquettaire

Les plaquettes constituent un élément fondamental dans les étapes d’initiation et de propagation
de la coagulation décrites dans ’article de Hoffman et Monroe paru en 2001 fondant les bases
des conceptions actuelles en hémostase (22). Selon ces conceptions, la thrombine formée lors
de la phase d’initiation participe a I’activation plaquettaire médiée par les récepteurs PAR. Les
plaquettes activées secrétent des molécules procoagulantes et exposent a leur surface des
phosphatidylsérines, constituant a leur tour une surface procoagulante indispensable a la
formation des caillots. De récents travaux suggérent 1’existence de troubles de la fonction
plaquettaire chez les patients traumatisés graves (87) (88) (89). Selon cette hypothese,

I’augmentation de concentration plasmatique en facteur tissulaire liée au traumatisme
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entrainerait une activation plaquettaire diffuse. Cette activation serait suivie d’une période de
parésie durant laquelle les plaquettes ne seraient plus fonctionnelles. Ce mécanisme expliquerait
une diminution de mortalité chez les patients traumatisés bénéficiant d’une transfusion
plaquettaire, et ce méme en 1’absence de thrombopénie. Une étude de Wohlauer et al. réalisée
en 2012 a évalué la réponse plaquettaire par thromboélastographie en contexte traumatique chez
I’homme (89). 1l a été observé une diminution de réponse plaquettaire corrélée a I’importance
des 1ésions tissulaires et a la gravité du choc. Les déterminants de 1’altération de la fonction
plaquettaires, a savoir 1’association de lésions tissulaire et d’une hémorragie étaient par
conséquent les mémes que ceux de I’ATC. Ces résultats suggerent I’implication d’une altération
de fonction plaquettaire dans la survenue d’une ATC. Solomon ef al. ont également observé
une diminution de fonction plaquettaire chez les patients décédés apres traumatisme lors d’une
étude réalisée en 2011 (90). Par la suite, Henriksen et al. ont établi de maniére indiscutable la
présence d’une diminution de fonction plaquettaire post-traumatique en réalisant en 2017 une
analyse bi-variée de la fonction plaquettaire ajustée sur la numération (91) et tableau 8. De
maniére intéressante, il semblerait que ces troubles de la fonction plaquettaire soient réversible

apres transfusion (92).

Table 1. Median Percent ADP and Percent Arachidonic Acid Receptor Inhibition and Other Physiologic Variables in All Patients
and Specific Subpopulations
Platelet count/ Hemoglobin Base deficit
% ADP INH, % AA INH, mL, mean g/dL, mean (mEgq/L), mean INR, mean
n median (IQR) median (IQR) (£SEM) (=SEM) (+SEM) (:SEM)

All trauma 51 86.1 (59.1) 44.9 (32.7) 229.4 (*88.6) 12.8 (*2.3) 6.4 (*5.4) 1.14 (*+0.2)
Blunt 42 81.1(59.7) 46.5 (43.0) 221.4 (+90.7) 12.6 (+2.2) 5.9 (£5.3) 1.14 (+0.2)
Penetrating 9 72.2 (34.5) 44.9 (32.7) 295.4 (*+87.4) 14.6 (*£2.7) 12.5 (=2.1) 1.07 (+£0.2)
On antiplatelet

medication 6 68.2 (23.0) 72.5 (50.1) 224.5 (*+143.9) 12.8 (+2.7) 3.5 (*3.3) 1.07 (£0.1)
AA, arachidonic acid; INH, inhibition; IQR, interquartile range; INR, international normalized ratio.

Tableau 5 : inhibition de fonction plaquettaire constatée aprés traumatisme chez I'homme (91).

Les mécanismes intervenant dans cette perte de fonction plaquettaire impliquent une activation
du complément et une surexpression de facteur tissulaire. En effet, Atefi et al. ont observé en
2016 une inactivation des plaquettes prélevées chez des patients sains en présence de sérum de
patients traumatisés (figures 28). Celle-ci était associée a une activation du complément et un
dépdt des fragments C3a et C4d a la surface des plaquettes, suggérant une perte de fonction
médiée par le complément (figures 29et (93)). Par ailleurs, 1’expression de facteur tissulaire
semble influer sur la réponse plaquettaire. En effet, Donahue ef al. ont observés en 2014 une
diminution de réponse plaquettaire aprés traumatisme cranien chez le rat Sprague Dawley (94).
Le tissu cérébral contenant une forte quantité de facteur tissulaire, ces auteurs ont émis

I’hypothése suivante : un relargage massif de facteur tissulaire serait responsable d’une
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activation plaquettaire diffuse et inappropriée, responsable d’une diminution de fonction durant
une période dite « réfractaire ». Dans cette étude I’administration de refludan, un inhibiteur de
la thrombine, a eu un effet protecteur contre I’altération de fonction plaquettaire. Ce résultat
suggere une suractivation initiale médiée par la thrombine. Celle-ci pourrait étre liée a 1’action
de la thrombine sur le relargage d’ADP plaquettaire, la période réfractaire correspondant au
temps nécessaire pour reconstituer les stocks d’ADP. La deuxiéme hypothese développée par
ces auteurs se fonde sur I’effet répresseur de la thrombine sur la cyclooxygénase, enzyme
nécessaire a la conversion de 1’acide arachidonique en thromboxane A2. Le relargage massif
de thrombine expliquerait ainsi la constatation d’une diminution de réponse plaquettaire lors du
test a ’acide arachidonique. De maniére intéressante, la survenue d’une altération de fonction
plaquettaire n’était pas associée a une diminution des facteurs de la coagulation. Ces
observations ont été confirmées en 2018 par Kornblith et al. qui ont par ailleurs établi
I’association entre la présence d’un traumatisme cranien et une perte de fonction plaquettaire
médiée par le vVWF tableau 11 et (95).

Cette inactivation plaquettaire transitoire liée a une suractivation initiale en contexte

traumatique a ét¢ dénommée « parésie plaquettaire» (96).
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Figure 28:Agrégation plaquettaire mesurée en Figure 29: Dépéts plaquettaires de complément
mélangeant des plaquettes issues de donneur (C4d) en associant des plaquettes issues de
sain avec un sérum de patients non traumatisés patients sain avec un sérum issu de patients non
(NS) et traumatisés (TS) (93). traumatisés (NS) et traumatisés (TS) (93).
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TABLE 2. PLATELET IMPEDANCE-BASED AGGREGATION
(ARBITRARY UNITS) AFTER TBI IN RATS

ADP Aspirin Collagen =~ PAR-4 agonist
Rar (AU) (AU) (AU) (AU)

Control 829+27  75.1%21 773137 73515
15min  77.6+12 73.6+25 59.0+6.1 71.1+24
30min  69.2+4.8% 718469 54.4+54% 70.8+6.8
lh 75.0£2.7% 67.1+25 59.2+6.3" 61.5+6.0

Values are expressed as the mean * standard error of the mean (N=13).
Statistical analyses were performed using an unpaired #-test comparing a
specific postinjury time foint to the control.

#p<0.05; 1p <0.006; *p <0.0005.

TBI, traumatic brain injury; ADP, adenosine diphosphate; AU, arbitrary
units; PAR-4, protease-activated receptor 4.

Tableau 6: Diminution de la réponse plaquettaire a I'ADP et au collagéne
évaluée par agrégométrie apres traumatisme crdnien chez le rat (95).
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La figure 30 résume I’hypothése d’une diminution de fonction plaquettaire associée a la

survenue d’une ATC.
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Figure 30: Hypothése centrée sur une perte de fonction plaquettaire. Exposition de facteur tissulaire stimulant la formation
de thrombine (1). Le pic de thrombine entraine une activation plaquettaire diffuse via son action sur les récepteurs PAR (2),
induisant un état réfractaire transitoire et correspondant a la reconstitution des stocks plaquettaires en ADP. Par ailleurs, la
thrombine inhiberait la cox-1, enzyme impliquée dans I'activation plaquettaire par I'acide arachidonique (3).
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Hypothese 5 : Dégradation du glycocalyx endothélial

Cette hypothése est basée sur le fait qu’une insuffisance circulatoire est susceptible d’induire
des lésions du glycocalyx endothélial. Par ailleurs, celui-ci régule 1’activation de
I’inflammation, faisant suspecter un role prépondérant de I’endothélium dans la phase tardive

de ’ATC.

Le glycocalyx constitue une couche chargée négativement tapissant I’endothélium vasculaire.
Celle-ci exclut les cellules circulantes et les macromolécules délimitant ainsi I’espace luminal.
Le glycocalyx est un composant indispensable au maintien de l’intégrité de la fonction
endothéliale (97). Son épaisseur augmente avec celle des parois vasculaires, allant de 2 a 4,5
microns. Sa couche endothéliale est riche en hydrates de carbones. Elle est liée aux cellules
endothéliales par des protéines d’amarrage représentées par des protéoglycanes et des
glycoprotéines (figure 31). Les protéines d’amarrage forment un maillage dans lequel sont
incorporées des molécules solubles issues du plasma et de 1’endothélium. La couche luminale
du glycocalyx est formée de composants plasmatiques solubles circulants dans un réseau
constitué de protéoglycanes et de glycosaminoglycanes. Un équilibre dynamique entre syntheése
et dégradation modifie I’épaisseur de cette couche en interaction constante avec le sang
circulant. La thrombomoduline et 1’antithrombine font partie des molécules solubles associées
a cette couche luminale. Les protéoglycanes sont des protéines centrales dans 1’arrimage aux
cellules. Elles sont représentées par les syndécans et les glypicans. Les syndécans sont des
protéoglycanes fermement connectés aux membranes cellulaires sur lesquelles s’arriment des
glycosaminoglycanes. L expression des syndécans est étroitement liée au niveau d’activation
des cellules endothéliales (98). Les glycosaminoglycanes sont des polymeéres disaccharidiques
formant des chaines de longueur variables. Il en existe cinq types : les héparanes sulfates, les
chondroitines sulfates, les dermatanes sulfates, les kératanes sulfates et les hyaluronanes

sulfates. Les héparanes sulfates représentent plus de la moiti¢ de protéoglycanes.
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Figure 31: Composition du glycocalyx endothélial (97).

Le glycocalyx est situ¢ a I’interface entre 1’endothélium et la circulation sanguine. Il régule la
perméabilité vasculaire (99) ainsi que les interactions entre les molécules présentes dans la
circulation et I’endothélium. Les molécules les plus volumineuses sont les plus concernées par
la fonction barriére du glycocalyx. Les Iésions du glycocalyx sont associées a 1’apparition
d’cedémes liés a un passage extravasculaire d’albumine (100). Une baisse de concentration
plasmatique en albumine a d’ailleurs été observée en cas d’atteinte endothéliale liée au
traumatisme (24). Cette fonction de barriére est liée a la conformation physique des molécules
impliquées mais aussi a des phénoménes électrostatiques puisqu’elles contiennent de
nombreuses charges négatives portées par les glycosaminoglycanes. L’endothélium est sensible
aux mécanismes d’ischémie-reperfusion (101). Les cellules endothéliales se détachent de leur
membrane basale dans ce contexte (102). Les modifications observées en cas d’ischémie sont
les suivantes : augmentation du stress oxydatif (103), recrutement de cellules immunitaires et
augmentation de la perméabilit¢ de la barriere endothéliale (104). Ces remaniements
endothéliaux sont secondaires a une altération du glycocalyx dont I’épaisseur diminue en raison
de I’excrétion des chaines de glycosaminoglycanes. Cette réduction est médiée par la xanthine-
oxydoréductase, enzyme impliquée dans la production de « Reactives Oxygen Species » (ROS)
dont les concentrations plasmatiques sont élevées chez les patients polytraumatisés (105). La
dégradation du glycocalyx serait par ailleurs responsable d’une héparinisation endogéne. Celle-
ci a été mise en évidence apres I’administration in vitro d’héparinases sur du sang prélevé sur
des patients traumatisés graves entrainant une réversion des troubles de la coagulation (106)
(107). Par ailleurs, la dégradation du glycocalyx constitue un signal d’activation de

I’inflammation. Celle-ci entraine la formation de thrombine, active la fibrinolyse et favorise le

48



recrutement de cellules immunitaires. L’ensemble de ces voies d’activation a été observé chez
I’Homme en cas de traumatisme sévere. En effet, une étude de Haywood-Watson réalisée en
2011 portant sur un groupe de patients traumatisés a mis en évidence une augmentation de
syndécan 1 associée a une augmentation du TCA, une diminution de protéine C, une
augmentation de TM soluble et une augmentation des marqueurs sériques de 1’inflammation
(108). Le profil biologique de ces patients est par conséquent similaire en tout point a celui
décrit en cas d’agression endothéliale. De maniére intéressante, cette étude a mis en évidence
une augmentation de syndécan-1 associée a une augmentation de perméabilité endothéliale
réversible aprés administration de PFC en cas de traumatisme sévere, suggérant un effet
protecteur de la transfusion sur I’endothélium. De maniére similaire, une étude de Johannsen et
al. réalisée en 2011 a observé une augmentation de concentration plasmatique en syndécan-1
dans le groupe des patients présentant un allongement de TCA (58), renforcant ainsi
I’hypothése d’une agression endothéliale associée a I’ATC. Wade et al. ont précisé la nature
de cette atteinte lors d’une étude réalisée en 2018 portant sur des patients traumatisés séveres
(109). Ces auteurs ont observé une augmentation de syndécan-1 sans augmentation associée de
la concentration plasmatique en microvésicules endothéliales. Les microvésicules endothéliales
étant un marqueur spécifique des lésions cellulaires, ces auteurs concluent a une dégradation
isolée du glycocalyx, sans Iésion cellulaire endothéliale, en cas de traumatisme. Il a également
¢été observé une augmentation des concentrations plasmatiques en catécholamines endogenes
suggérant une dégradation médiée par 1’adrénaline. Concernant 1’apparition d’une défaillance
multiviscérale survenant a la phase tardive d’une ATC, il semble que la présence de 1ésions
endothéliales favoriserait le relargage d’EPCR. Celui-ci ne serait par conséquent plus
fonctionnel pour lier a la thrombomoduline, expliquant la survenue de microthrombi diffus
(110). De plus, les dégradations du glycocalyx en contexte inflammatoire limiteraient I’activité

de I’antithrombine, favorisant ainsi I’expression d’un phénotype thrombotique (73) (48).

Ces ¢tudes ont ainsi observé 1’association entre la survenue de l1ésions de I’endothélium et d’une
ATC. Elles n’ont cependant pas apporté la preuve expérimentale d’un lien de causalité entre
ces deux phénoménes. En effet, une agression endothéliale aspécifique est susceptible de
survenir en cas d’insuffisance circulatoire. Or, le déclenchement d’une ATC est soumis a la
présence d’une hypo-perfusion tissulaire. La constatation de Iésions endothéliales pourrait par
conséquent ne constituer qu’un épiphénomene lié¢ a une insuffisance circulatoire mais celles-ci
auraient a minima pour conséquence d’aggraver une coagulopathie préexistante. La figure 32

résume I’hypothese selon laquelle I’endothélium jouerait un réle dans la survenue d’une ATC.
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Figure 32: Réle de I'endothélium dans la survenue d'une ATC. (1) L’insuffisance circulatoire entraine une augmentation
des catécholamines (2) responsable d’une dégradation du glycocalyx et d’une héparinisation endogéne. Le phénotype
exprimé a ce stade est celui d’une tendance a I’hémorragie. Dans un second temps, I'inhibition de I'EPCR et de
I"antithrombine (4) et I'activation les voies de I'inflammation (5), favorisent I'expression d’un phénotype thrombotique.

Conclusion de la premiere partie

Nous avons présenté dans cette premiére partie les facteurs impliqués dans la survenue d’une
coagulopathie traumatique. Les facteurs préexistants tels que 1’age, les troubles constitutionnels
de I’hémostase et la prise de traitements antithrombotiques ont fait 1’objet de nombreuses
publications, de méme que les facteurs exogenes tels que la dilution, I’hypothermie et I’acidose.
L’influence de ces facteurs est désormais comprise et leur prise en charge fait 1’objet de
recommandations codifiées. En revanche, la physiopathologie de I’ATC, composante précoce,
endogeéne et spécifique de la coagulopathie traumatique reste encore mal comprise. Les
hypotheses pour expliquer la physiopathologie de I’ATC sont : une activation de la voie de la
protéine C, une CIVD fibrinolytique, une diminution des stocks en fibrinogene, une altération
de la fonction plaquettaire et une agression endothéliale (figure 33). Les hypothéses d’une
activation de la voie de la protéine C et d’une CIVD traumatique s’opposent car elles impliquent
respectivement une diminution et une augmentation de génération de thrombine. Les études
citées dans cette premire partie ont rapporté une association entre les mécanismes

physiopathologiques cités précédemment et la survenue d’une ATC mais n’ont pas permis
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d’établir les liens de causalité nécessaires a leur confirmation. En effet, les perturbations du
systtme hémostatique en contexte traumatique restent difficiles a appréhender au moyen
d’études cliniques en raison de 1I’hétérogénéité des profils clinico-biologiques présentés par les

patients et de I’influence des facteurs aspécifiques de coagulopathie.
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Figure 33: Schémas de synthese résumant les principales hypothéses concernant la physiopathologie de I'’ATC. (1) Exposition
d’une grande quantité de facteur tissulaire sous endothélial secondaire au traumatisme. (2) « Burst » de thrombine entrainant
une production excessive d’aPC (3) activant la fibrinolyse par dé-répression de PAI-1 (4). L’aPC inhibe la coagulation via
I'inhibition des facteurs Va et Vllla (5). La consommation du fibrinogéne (6) favorise la disponibilité de la thrombine pour la
thrombomoduline et entretient la fibrinolyse. (7) Activation plaquettaire diffuse liée au pic de thrombine et a son action sur
les récepteurs PAR. (8) Les plaquettes activées sont dans un état réfractaire empéchant une activation ultérieure. La parésie
plaquettaire est favorisée par une action inhibitrice de la thrombine, médiée par le vWF (9) et I'acide arachidonique (10).
L’augmentation des catécholamines endogénes visant a compenser l'insuffisance circulatoire entraine une dégradation du
glycocalyx endothélial et des phénoménes d’héparinisation endogéne (11). Le phénotype exprimé est a ce stade une tendance
a I’hémorragie. Par la suite, I'agression endothéliale entraine une activation des voies de I'inflammation, une répression de
I’EPCR et de I'antithrombine aboutissant a la formation de microthrombi diffus favorisée par un épuisement des stocks en
protéine C. Le phénotype exprimé a ce stade est une défaillance multiviscérale.
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Objectifs

Les difficultés liées a la complexité des facteurs influengant le systéeme hémostatique des
patients traumatisés séveres pourraient étre contournée par la mise au point d’un modele animal
permettant de reproduire une ATC en s’affranchissant des biais susceptible d’en perturber
I’étude (17) (18).

Le premier objectif de ce travail de thése était la mise au point un modele animal d’ATC. Celui-
ci devait répondre aux critéres suivants : il devait respecter les critéres éthiques en vigueur
concernant I’expérimentation animale en France, étre aisément reproductible, éviter la survenue
de biais et I’intervention des facteurs préexistants ou exogenes de coagulopathie. En effet, une
revue de la bibliographie de van Zyl ef al. datant de 2015 a relevé I’existence de 27 modéles
animaux de coagulopathie traumatique (19). Parmi ces modeles, seul 5 déclenchaient une
coagulopathie en associant un traumatisme et une hémorragie. A titre d’exemple certaines
utilisaient une injection de facteur tissulaire pour déclencher des anomalies de la coagulation.
D’autres impliquaient la réalisation d’hémorragie sur modele porcin, or le systéme
hémostatique de ces animaux différe de I’homme par une concentration plus faible en protéine
C, élément central dans la survenue d’une ATC. Certains d’entre eux utilisaient des facteurs
externes comme la dilution ou I’hypothermie pour déclencher une coagulopathie, ne ciblant pas
spécifiquement I’ATC. L’étude des troubles de la coagulation précoces, endogénes et
spécifiques résultant de 1’association d’un traumatisme et d’une hémorragie présuppose par

conséquent la construction d’un mod¢le animal dédié.

Le deuxiéme objectif était d’étudier les mécanismes physiopathologiques généraux intervenant
dans I’ATC. En effet, le lien de causalité entre les différentes hypothéses décrites dans la
premicre partie de cette these et la survenue d’une ATC restent débattues. A titre d’exemple,
I’hypotheése d’une CIVD fibrinolytique présuppose une formation excessive de thrombine et
celle d’une production excessive d’aPC implique une répression de la coagulation médiée par
les FVa et FVIla. Une mesure de la génération de thrombine en contexte d’ATC permettrait par
conséquent de confronter ces deux hypothéses. La thrombine constituant une puissant
activateur plaquettaire, une évaluation conjointe de la fonction plaquettaire permettrait
d’explorer I’hypothése d’une parésie plaquettaire post traumatique liée a une modification de
génération de thrombine. L’étude des éléments clés du processus de coagulation que sont la
thrombine et les plaquettes dans les conditions strictes d’un modele animal d’ATC permettrait

ainsi d’appréhender les mécanismes généraux intervenant dans sa survenue.
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Partie 2 : Matériels et méthodes

Cette partie résume les procédures expérimentales utilisées lors des études décrites dans la

troisieme partie de ce travail de these.

Animaux

Des rats Sprague-Dawley adultes (430-650 grammes) ont été hébergés dans un environnement
contrdlé (température 21+1°C, humidité relative 27+£16%, cycle jour/nuit 12 h-12 h) avec un

acces libre a la nourriture et a I'eau. Toutes les procédures ont été menées selon un protocole

approuvé par le ministére de l'agriculture et le comité d'éthique animale.

Préparation

Anesthésie

Les animaux ont été anesthésiés par injection intrapéritonéale de kétamine (100mg/Kg) et de

xylazine (10mg/Kg).

Maintien en normothermie
Une sonde rectale de mesure de température a été mise en place et les animaux ont été placés
en décubitus dorsal sur un coussin chauffant asservi a la température, permettant leur maintien

en normothermie (37,54+0,5°C).

Catheterisation, sédation et controle des voies aériennes supérieures

Une incision cervicale de 2 cm a été pratiquée, suivie d'une trachéostomie réalisée a 1’aide d’un
tube en polyéthylene de 2 mm de diametre. Un cathéter artériel a été inséré dans la carotide
droite permettant les prélévements sanguins et une surveillance continue de la pression
artérielle. Un cathéter veineux a été inséré dans la veine jugulaire droite (figure 34), permettant

une perfusion intraveineuse continue de kétamine (1mg/kg/h).

Suivi des parametres physiologiques
Les signes vitaux (fréquence cardiaque, pression artérielle invasive et température) ont été

enregistrés en continu pendant toute la procédure. Le dispositif est présenté figure 35.
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Figure 34: De gauche a droite, trachéostomie, cathéter
artériel carotidien et veineux jugulaire apreés dissection
cervicale.

Figure 35: dispositifs permettant le contréle de la température, la mesure continue de
la pression artérielle et I'administration d’une sédation continue.
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Procédure expérimentale

Groupes d’animaux
Les rats étudiés ont été répartis au hasard dans 1'un des 4 groupes : Controle (C), Traumatisme

(T), Hémorragie (H), Traumatisme et Hémorragie (TH).

Hémorragie
Dans les groupes H et TH, 20 % de la masse sanguine totale a été prélevée sur 10 minutes avec
une seringue de 10 ml par le cathéter artériel. La masse sanguine totale a été estimée a 5 % du

poids corporel.

Traumatisme

Dans les groupes T et TH, des traumatismes multiples ont été effectués comme suit. En premier

lieu, 4 fractures diaphysaires fermées de membres (2 fémurs, 2 humérus) a 90 degrés ont été

réalisées au moyen d’une pince non tranchante. Ensuite, une laparotomie médiane de 4 cm et
L . . ek g , . o ,

quatre 1ésions spléniques de 1 cm ont été réalisées au moyen d’un ciseau chirurgical et d’un

porte aiguille.

Temps d'observation

Un temps d'observation court (1 heure) a été choisi pour étudier la physiopathologie de 'ATC.
En effet, des échanges liquidiens a travers la membrane capillaire s’initient dans les premicres
minutes apres une hémorragie. Ce mécanisme de compensation est caractérisé par un transfert
de liquide interstitiel vers la circulation sanguine. Il entraine une dilution et constitue un facteur
de confusion potentiel. La réalisation d’analyses biologiques plus tardives aurait mis en
¢vidence l'effet combiné de I'ATC et de cette coagulopathie de dilution. De plus, I’ATC a été
décrite comme survenant dans la premiére heure suivant le traumatisme. Ce délai est par

conséquent cohérent avec la séquence observée chez I’homme.

Prelevements sanguins

Aucune injection d'héparine n'a été effectuée pendant toute la durée de l'expérience. Les
¢chantillons de sang ont été prélevés au moyen du cathéter artériel. Les cathéters ont été rincés
avec 50 pL de NaCl a 0,9 % sans anticoagulant apres chaque prélévement pour prévenir la

formation de caillots. Une seringue de 1 ml rincée a I'héparine (500UI/ml) a été utilisée pour
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les tests d’agrégométrie plaquettaire. Un tube citraté de 1,4 ml a 3,2 % a été utilisé pour les tests
d'hémostase. Les tubes ont été retournés 5 fois conformément aux recommandations du
fabriquant. Trois centrifugations de 15 minutes ont été¢ effectuées : une a 1000 g et deux a 3000
g pour obtenir un plasma pauvre en plaquettes. Le plasma a ét¢ a maintenu a -80 °C jusqu' a

I’analyse.

Analyses des prélevements sanguins

Dosages usuels

Le pH, les concentrations sanguines en hémoglobine, en lactate, en calcium en sodium et en
potassium ont été mesurées instantanément apres le prélévement au moyen d’un appareil de
biologie délocalisée (ABL80 FLEX, Radiometer, Copenhague, Danemark). Les analyses
courantes d'hémostase (FII, FV, FX, fibrinogéne, PT et aPTT) ont été réalisées sur le plasma
pauvre en plaquettes au moyen d’un appareil automatisé (STA-R Evolution, Stago, Asnieres

sur Seine, France).

Temps de Quick

Le temps de Quick, ou temps de prothrombine (PT), refléte 'activité des voies exogenes et
communes de la coagulation in vitro. Il a été développé par Quick en 1935. Il consiste a mesurer
le temps nécessaire a la formation d'un caillot de fibrine aprés l'ajout de facteur tissulaire
recombinant, de phospholipides et de calcium a un plasma pauvre en plaquettes. Le plasma
décalcifié est mélangé a 37° C avec une solution contenant du facteur tissulaire et des
phospholipides. Du chlorure de calcium est ajouté pour initier la coagulation. Le temps écoulé
entre I’ajout de calcium et la détection automatisée du caillot par densité optique est le temps
de Quick. Son report sur la droite de Thivolle obtenue en testant des dilutions successives d'un
plasma témoin permet de calculer le taux de prothrombine, exprimé en pourcentage par rapport
au témoin. Ce calcul permet de s’affranchir des biais liés aux méthodes de mesures spécifiques
a chaque laboratoire. Le taux de prothrombine est similaire au « prothrombin ratio » calculé

dans les pays Anglo-Saxons.

Temps de céphaline activée

Le temps de céphaline activée (TCA, ou aPTT) est un reflet de l'activité des voies endogenes
et communes de la coagulation. Le principe de ce test est similaire a la mesure du temps de
Quick. 11 est ajouté de la céphaline, composant qui a donné son nom au test. La céphaline est

un substitut simulant la présence de phospholipides plaquettaires. Du plasma pauvre en
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plaquettes décalcifié¢ est mélangé avec une solution comprenant un phospholipide (céphaline)
et un activateur de contact (kaolin, silice micronisée ou acide ellagique). Du chlorure de calcium
est ajouté pour initier la coagulation. Le TCA est le temps écoulé entre I'ajout de calcium et la

détection d'un caillot de fibrine par mesure de densité optique.

Limites de ces tests

Ces tests mesurent le temps nécessaire a la détection d’un caillot apres ajout d’un activateur de
la coagulation. La détection d’un caillot correspond a la formation d’environ 5% de la
thrombine totale susceptible d’étre produite par le plasma. Ces tests n’explorent par conséquent
que la phase initiale de la coagulation et sont peu performants pour diagnostiquer un état pro-
thrombotique (111). Ces tests ne permettent pas 1’évaluation de la fonction plaquettaire de la
fibrinolyse (112). Les caractéristiques intrinséques de ces tests réalis€s couramment en
médecine hospitaliére constituent par conséquent une limite pour I’appréhension globale de la

balance entre les mécanismes pro et anti-coagulants.

Agrégomeétrie plaquettaire

Mesure de la fonction plaquettaire

Le développement de tests permettant d’individualiser la prise en charge de 1’hémostase
constitue une tendance forte en médecine intensive (113). Celle-ci a pour finalité de proposer
aux patients une prise en charge en temps réel et adaptée a leur statut physiologique (114). Nous
avons réalisé les mesures de fonction plaquettaire au moyen d’un appareil d’agrégométrie
(Multiplate, Roche diagnostics, Munich), délivrant les résultats en 6 minutes. Les principales
voies d’activation plaquettaire sont explorées par agrégométrie au moyen de cinq réactifs
(figure 36) :

- « ADP » : Il s’agit d’un nucléotide stocké dans les granules denses. En cas d’activation celles-
ci libérent leur contenu, entrainant une activation de proche en proche par activation des
récepteurs P2Y1 et P2Y12.

- « ASPI » : 1l contient de I'acide arachidonique qui est converti en thromboxane A2, puissant
activateur plaquettaire.

- « COLL » : 1l contient du collagéne I qui active les plaquettes via un récepteur spécifique.
Cette liaison libeére de l'acide arachidonique servant de substrat a la cyclo-oxygénase qui le

transforme en thromboxane A2.
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- « RISTO » : 11 contient de la ristocétine qui induit la fixation du vWF sur son récepteur
plaquettaire, activant 1’agrégation.

- « PAR-4 » : Le réactif PAR-4 stimule 'agrégation plaquettaire via le récepteur de la thrombine

chez le rat.
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Figure 36: Cing tests d'activation plaquettaires par agrégométrie.

L’ajout de réactif entraine une agrégation plaquettaire se traduisant par une augmentation de
résistance électrique mesurée entre deux électrodes. L’ impédance mesurée est convertie par
I’appareil en unités arbitraires (U). L aire sous la courbe (AUC) obtenue en tragant 1’évolution
de I’impédance en fonction du temps pendant 6 minutes est le reflet de 1’activité plaquettaire
(figure 37).
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Figure 37: Courbes et mesures obtenues lors du test d'agrégation
plaquettaire. L’aire sous la courbe est le reflet de la fonction plaquettaire
obtenue pour chaque activateur.

Afin d’optimiser la sensibilité de ce test pour détecter une éventuelle perte de fonction
plaquettaire chez le rat, nous avons déterminé les courbes doses-réponses des réactifs chez cet

animal (données non publiées). Une modélisation des courbes doses-réponses par régression

58




logarithmique normale cumulative a été ensuite réalisée (figure 38). Ces modélisations ont
permis de déterminer les ECso et leurs intervalles de confiance a 95% pour trois agonistes
(tableau 7). Les EC50 sont les concentrations en réactif permettant d’obtenir la moitié¢ de la

réponse maximale.
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Figure 38: Modélisation de la courbe de régression logarithmique cumulative pour le réactif "coll".

Réactif EC50 IC 95%

Coll 0,46 pg/ml [0,436 ; 0,500]
ADP 2,70 pMol/1 [1,89; 3,45]
PAR-4 37.34 pMol/1 [35.2-39.91]

Tableau 7 : Détermination des EC-50 pour les réactifs multiplate chez le rat.

Test de génération de thrombine

Les tests de génération de thrombine ont été réalisés de la manicre suivante : Du plasma pauvre
en plaquettes a été incubé avec un activateur contenant du facteur tissulaire recombinant et des
phospholipides. La densité de la solution, reflet de la formation de thrombine, a été détectée par
fluorimétrie, permettant le tracé des courbes de génération de thrombine (Thrombinoscope BV,
Maastricht, Pays-Bas). Ces courbes sont caractérisées par 5 parametres principaux

I’ "endogenous thrombin potential" (ETP), le temps de latence, le pic, et le temps de pic. Un

exemple de courbe de génération de thrombine est présenté figure 39.
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Figure 39: paramétres mesurés lors d'un test de génération de

thrombine (115).
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Partie 3 : Deux études sur I’ATC

Etude 1 : Mise au point d’un modele murin d’ATC

Introduction

Les différentes hypotheses présentées dans la premicre partie de cette thése concernent un
systéme complexe : I’hémostase. Les perturbations de ce systeme finement régulé au décours
d’un traumatisme sont difficiles a appréhender par une approche clinique pure. En effet, les
patients traumatisés graves sont a la fois peu nombreux et variables en matiere de gravité. Ces
particularités les rendent peu accessibles a la réalisation d’études basées sur la comparaison de
groupes homogenes (116). La réalisation d’études animales constitue une alternative permettant
de pallier a cette difficulté. L’absence de modele pertinent a été identifiée comme axe de
recherche par plusieurs experts (17) (18). Afin de développer un schéma expérimental pertinent
pour I’é¢tude de I’ATC, nous avons défini les caractéristiques définissant, selon nous, le modele
« idéal ». Celui-ci devait répondre a des normes éthiques, présenter un mécanisme lésionnel et
une séquence cohérente avec les observations faites chez ’homme et éliminer I’influence des
facteurs aspécifiques de coagulopathie. Nous avons par ailleurs identifié¢ un bais susceptible de
remettre en cause les résultats de nombreuses études animales portant sur I’ATC. En effet, la
plupart de ces études ont comparé un groupe comportant une hémorragie avec un groupe
associant une hémorragie et un traumatisme. Ce dernier groupe présentant des troubles de la
coagulation plus marqués, les auteurs concluaient a la présence d’une ATC. Cependant, le
traumatisme étant susceptible de provoquer une hémorragie dans les tissus 1ésés, la constatation
des troubles de la coagulation pouvait étre la conséquence de ce saignement surajouté.
L’hémorragie liée au traumatisme doit par conséquent étre évaluée dans un groupe spécifique
afin de prendre en considération I’existence de ce biais de déplétion. Nous avons ainsi confronté
les caractéristiques définissant le modéle « idéal » aux modeles précédemment publiés afin de
proposer un schéma expérimental susceptible de reproduire une coagulopathie aigue
traumatique non soumise a I’influence de facteurs confondants. Cette étude a fait I’objet d’une

publication dans la revue « Scientific Reports » (117).
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© Acute traumatic coagulopathy (ATC) is an acute and endogenous mechanism triggered by the

. association of trauma and hemorrhage. Several animal models have been developed, but some major

. biases have not yet been identified. Our aim was to develop a robust and clinically relevant murine
 model to study this condition. Anesthetized adult Sprague Dawley rats were randomized into 4 groups:
i C, control; T, trauma; H, hemorrhage; TH, trauma and hemorrhage (n =7 each). Trauma consisted of

. laparotomy associated with four-limb and splenic fractures. Clinical variables, ionograms, arterial and

: hemostasis blood tests were compared at 0 and 90 min. ATC and un-compensated shock were observed
. ingroup TH. In this group, the rise in prothrombin time and activated partial thromboplastin was 29

. and 40%, respectively. Shock markers, compensation mechanisms and coagulation pathways were all

. consistent with human pathophysiology. The absence of confounding factors, such as trauma-related

. bleeding or dilution due to trans-capillary refill was verified. This ethic, cost effective and bias-controlled
. model reproduced the specific and endogenous mechanism of ATC and will allow to identify potential

: targets for therapeutics in case of trauma-related hemorrhage.

. Every year, 5.6 million people die worldwide as a result of trauma. The four leading causes of trauma are road
. traffic injuries, self-inflicted violence, inter personal violence and falls, responsible for 25, 16, 10 and 6% of death,
. respectively. Almost 50% of them affect young people aged between 15 and 44 years, explaining their social
: impact and financial burden to the healthcare system"2 Uncontrolled bleeding is a major cause of preventable
. death in this setting®.

Major trauma with hemorrhage is associated with a specific pathophysiologic sequence. The initial phase is

. characterized by a macrocirculatory failure. The effects of hypovolemia are initially compensated by an activa-
. tion of the sympathetic system®. Tachycardia and peripheral vasoconstriction maintain blood pressure and tissue
. perfusion in critical organs. This state is denominated “compensated shock”. If compensation mechanisms are
. overwhelmed, arterial blood pressure decreases and death occurs due to the inability to maintain tissue perfusion
* in critical organs. This state is called “un-compensated shock’”. In parallel, microcirculation regulates the distri-
. bution of blood flow within the capillary network of each organ in order to match oxygen delivery and demand
. and optimize oxygen extraction®. In a later phase, after several days, activation of the immune system leads to
. similar patterns such as those described in sepsis. Microcirculatory dysfunction sustains tissue hypoperfusion
. and multiple organ failure. This phenomenon explains the occurrence of delayed mortality despite the restoration
. of a normal blood pressure>S.

An acute traumatic coagulopathy (ATC) dramatically increases blood losses. This specific coagulation dis-

. order develops extremely quickly in the first 60 minutes after trauma and is detected in approximately one third
. of multiple injured patients upon hospital admission’*. Its presence is associated with higher mortality rates
: and transfusion requirements'®. ATC is an endogenous phenomenon occurring independently from external
. factors such as dilution, hypothermia or anti-thrombotic treatments'!. However, external factors aggravate this
: pre-existing coagulopathy'2. Therefore, in this setting, current guidelines recommend limiting fluid resuscitation,
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maintaining normothermia and reversing antithrombotic therapies'’. ATC is defined as an increase in prothrom-
bin time (PT) and/or activated partial thromboplastin time (aPTT) due to the combination of trauma and hem-
orrhage. The coagulation disorder is correlated with the extent of tissue trauma and the severity of shock'®. The
difficulty to characterize this condition is reflected by the variety of designations proposed, such as “acute coagu-
lopathy of trauma shock™?, “disseminated intravascular coagulation with the fibrinolytic phenotype™* or “trauma
induced coagulopathy”’®. ATC is a complex phenomenon, involving coagulation factors, C protein, platelets and
endothelial dysfunction but its physiopathology remains unclear'®!”. An imbalance between procoagulant and
fibrinolytic pathways is suspected to be a key component of this condition during the acute phase'®. Pro and
anti-inflammatory patterns are involved in the late phase'®.

ATC’s physiopathology and the detection of potential targets for new therapeutics are a matter of great con-
cern for trauma-teams. Thus, the “trans-agency consortium for trauma-induced coagulopathy” (TACTICS) in
USA? or “task force for advanced bleeding care in trauma” in Europe focused on this topic and made propos-
als for further works'»?.. In addition, international experts emphasized a lack of relevant experimental models
designed to study ATC?*?. An ideal model should have the following characteristics®: low cost, mechanisms and
timeline similar to real-life patients, control of exogenous factors and potential biases. Several models were devel-
oped to study ATC?>? but a recent review?* pointed out the difficulties in studying its endogenous mechanism.
Indeed, among 27 distinct animal models, only 5 triggered a coagulopathy by using the combination of trauma
and hemorrhage. For example, in one of them, ATC was triggered by a tissue factor infusion without trauma.
This mechanism was therefore not similar to real-life patients*. Some models involved high-cost protocols on
pigs?®-*°. In addition, pigs seem to be in a hypercoagulable state, with C protein levels lower than in humans®"?2,
Others studies used external factors such as dilution or hypothermia to trigger coagulopathy. They were therefore
not focused on the endogenous mechanism?527:3334,

In addition, a confusion factor was neither identified nor controlled in many studies?*?**3, We called it
“depletion bias”. Several animal studies on ATC compare groups subjected to an hemorrhage alone with groups
subjected to an hemorrhage associated with trauma'®. This last group presented higher coagulation disorders and
studies conclude to the presence of ATC. However, trauma could induce an additional bleeding in injured tissues.
Therefore, higher coagulation disorders detected in traumatized animals can rather be due to this additional
bleeding than to a specific mechanism linked with the combination of trauma and hemorrhage. To control this
depletion bias, the amount of bleeding due to trauma has to be assessed in a specific group. Unfortunately, bleed-
ings due to trauma cannot be easily quantified. There is no measurement tool to evaluate the amount of blood in
bone or liver fractures in rats. Therefore, hemorrhage due to trauma has to be indirectly assessed using clinical
and biological variables such as heart rate, blood pressure, pH, blood lactates, base excess and hemoglobin®!>%7,

The objective of this study was to develop a clinically relevant and controlled biases model of ATC to study its
pathophysiology and consequences during the early phase of a major trauma.

Materials and Methods

Animals. Twenty-eight adult Sprague-Dawley rats (430-650g, Janvier SAS, Le Genest St Isla, France) were
housed in a controlled environment (temperature 21 -1 °C, relative humidity 27 + 16%, 12-12h light-dark cycle)
with ad libitum access to food and water. All procedures were conducted following a protocol approved by the
French ministry of agriculture (APAFIS#3797_2016012211009124) and the local university animal research ethic
committee. Procedures were in accordance with the guide for the care and use of laboratory animals published by
the US National Institutes of Health*.

Preparation. After 1 week of housing, each rat was randomly assigned to an experimental group. Then, ani-
mals were anesthetized with an intra-peritoneal injection of ketamine (100 mg/Kg, Virbac, Carros, France) and
xylazin (10 mg/Kg, Virbac, Carros, France). A temperature probe was inserted rectally and animals were placed
in supine position on a warming pad (Z31SY, Ascon tecnologic, Italy) to maintain central body temperature
in a normal range (37.5+0.5°C). A 2 cm cervical incision was performed, followed by a tracheostomy (2 mm
diameter polyethylene tube). An arterial catheter (Leader Flex 22 G, 0,7 x 40 mm, Vygon, France) was inserted in
the right carotid allowing blood sampling and continuous intra-arterial pressure monitoring. A venous catheter
was inserted in the left jugular vein (Leader Flex 22 G, 0,7 x 40 mm, Vygon, France) followed by a continuous
intravenous infusion of ketamin (1 mg/kg/h, Virbac inc., Carros, France). Ketamine was diluted in sodium chlo-
ride 0.9%, continuously infused at a rate of 1 ml/kg/h. Vital signs (heart rate, invasive arterial pressure and body
temperature) were continuously recorded during all the procedure (MP35, Biopac systems inc. Varna, Bulgaria).

Experimental procedure. The experimental procedure was summarized in Fig. 1A total of 29 rats were
included. One was excluded due to technical issue during blood collection (catheter misplacement). The 28 rats
studied were allocated randomly to one of the 4 groups (n= 7 per group): Control (C) in which trauma and
hemorrhage were not performed; Trauma (T) in which trauma was performed but not hemorrhage; Hemorrhage
(H) in which hemorrhage was performed but not trauma; Trauma and hemorrhage (TH) in which trauma and
hemorrhage were performed. In groups H and TH, 20% of total blood mass was gently collected in 10 min with a
10ml syringe through the arterial catheter. Total blood mass was estimated at 5% of body weight. In groups T and
TH, multiple traumas were performed as follows: 4 closed limb fractures on mid-height of the bone (2 femurs, 2
humerus) at 90 angular degrees with pliers (water pump pliers 250 mm, Facom, France). Then a 4cm median lap-
arotomy, and four spleen crushings of 1.cm on the inferior border of the spleen were done with surgical scissors
and a needle holder, respectively (KS-463, Keysurgical, US.A.).

Observation time. A very short observation time was chosen to investigate the endogenous mechanism of
ATC. Indeed, transcapillary refill begins in the first minutes after hemorrhage. This compensatory mechanism
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Non heparinized rats Blood sample: Lactates, pH, Ca, Na, K, aPTT, PT, Fibrinogen, FI

baseline vital signs

TO mins T10 mins T20 mins T30 mins T90 mins
Preparation Observation Multiple-trauma Hemorrhage Observation
All groups All groups Groups T and TH Groups H and TH All groups
Sedation 4 limb fractures Blood shed: 20% of
Monitoring Laparotomy total blood volume
Catheterization Spleen fracture Time

Figure 1. Experimental protocol. Group C, without trauma without hemorrhage; T, trauma without
hemorrhage; H, hemorrhage without trauma; TH, hemorrhage with trauma (n =7 in each group).

is characterized by the transfer of interstitial fluid to the intravascular area, limiting the consequences of hypo-
volemia*®-*2, It also leads to dilution and constitutes a potential confounding factor. Thus, biological analyses at a
later stage would have investigated the combined effect of both ATC and dilution coagulopathy due to transcapil-
lary refill. This could have impaired the identification of the specific mechanisms related to ATC.

Blood Samples. No injection of heparin was performed during the whole experimentation. Blood samples
were collected through the arterial catheter. Catheter was flushed with 50 uL of 0.9% NaCl without anticoagulant
after each sampling, to prevent clot formation. A 1 ml syringe rinsed with heparin 500 UI/ml was used for point
of care tests. A 1.4 ml 3.2% citrated tube (Monovette, Saerstedt France) was used for hemostasis tests. Citrated
tubes were gently turned upside-down 5 times. Three 15 min centrifugations were performed: one at 1000 g and
two at 3000 g (centrifuge 2-16 K, Sigma, Germany) to obtain poor platelet plasma. Plasma was frozen at —80°C
until measurements.

Blood analysis. Arterial blood pH, concentrations of hemoglobin, lactate, calcium, sodium and potassium
were measured instantaneously after blood collection with a point-of care analyser (ABL80 FLEX, Radiometer,
Copenhagen, Denmark). Hemostasis analysis (FII, FV, FX, fibrinogen, PT and aPTT) were performed on
platelet poor thawed plasma on an automated analyser (STA-R Evolution, Stago, Asnieres sur Seine, France).
PT, aPTT times and fibrinogen concentrations were measured with specific reagents, « neoplastine Cl+ 10 »,
« triniclot aPTTb », and « STA liquid fib », respectively. Specific factor-depleted plasmas (Stago, Asnieres sur
Seine, France) were used to determine coagulation factor times. Coagulation factor activities were expressed in
time-to-clot instead of percentages in this study. Indeed, these percentages are expressed in comparison with the
laboratory reference in humans and references for rats are not available. Therefore, we made the choice to express
non-modified data: the time to clot in seconds. This time is inversely proportional to the factor activity.

Statistical analysis. Statistical analyses were performed with “SPSS statistics for Macintosh” software ver-
sion 21 (L.B.M. corp., Armmonk, NY, 2012). Line graphs, boxplots and histograms were performed with “Prism 7
for Mac OS X” version 7.0a (Graphpad software, La Jolla, USA, 2016). Considering that the PT and aPTT values
obtained at 0 min are reference values for each animal, ratios were calculated as follows: PT ratio= (PT at 90 min)/
(PT at Omin), aPTT ratio = (aPTT at 90 min)/(aPTT at 0 min). Two-way repeated measures analyses of variance
with adequate post hoc tests were used to compare means over time within and between groups. Results were
expressed as the mean = standard error of mean (SEM), unless otherwise stated. A p-value of <0.05 was consid-
ered statistically significant.

Availability of data and material. The datasets used and/or analyzed during the current study are availa-
ble from the corresponding author on reasonable request.

Results

Group comparability and effects of anesthesia. At 0min, no statistical difference between groups was
observed for all variables (p > 0.05). In addition, anesthetic agents did not interfere with hemodynamic because
heart rate and MAP did not vary significantly over time in group C (p > 0.05, Fig. 2A,B). These results allow
comparisons between groups at the end of the experimentation without doubt concerning potential bias due to
the procedure.

ATC was reproduced in this model. The main objective of this study was to reproduce the specific mech-
anism leading to ATC. However, trauma or hemorrhage alone could induce coagulation impairments. Thus, we
studied their single effects on coagulation in group T and H, and compared them to their association in group
TH. Mean PT, PTr, aPTT and aPTTr increased significantly in group TH compared to group C, T and H (p < 0.05,
Fig. 3A-D). The four main biological markers of ATC were therefore present in the TH group!®'!. This coagula-
tion disorder was specifically induced by the association of trauma and hemorrhage because no statistical differ-
ence between C, T and H groups was retrieved for these variables (p > 0.05, Fig. 3A-D). The absence of potential
confounding factors that may interfere with coagulation was also verified. No significant decrease in hemoglobin
was observed in group H, suggesting the absence of transcapillary refill*’. As mentioned in the “observation time”
section, this compensatory mechanism leads to dilution and could have interfered with ATC. In addition, we
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Figure 2. Hemodynamic variables. C, Control; T, Trauma; H, Hemorrhage; TH, Trauma and hemorrhage,n=7
per group. Values represent mean =+ SEM. *p < 0.05 compared with group C; 'p < 0.05 for repeated measure
ANOVA, meaning a statistically significant effect of time in concerned group.
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Figure 3. General coagulation assays. Box and whisker plot of general coagulation assays at 90 min in each
experimental group. C, Control; T, Trauma; H, Hemorrhage; TH, Trauma and hemorrhage, n=7 per group.
Whiskers represent the 5th and 95th percentiles. *p < 0.05 versus C T and H. Ratios were calculated for each
animal as follows: (value at 90 min)/(value at 0 min).
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Figure 4. Shock variables. Mean values at 0 min and 90 min in each experimental group. C, Control; T, Trauma;
H, Hemorrhage; TH, Trauma and hemorrhage, n=7 per group. 'p < 0.05 compared with 0 min in the same
group, *p < 0.05 versus C T and H. Data are presented as mean + SEM.

Arterial blood tests

pH

TO 7.35+0.018 7.37+0.016 7.36 £0.012 7.384+0.005 0.441

T90 7.38+£0.017 7.36+0.006 7.37£0.017 7.32+0.033 0.412
pO2 (mmHg)

TO 69.2+3.3 6225 66+1.8 69.8+2.5 0.158

T90 83.8+6.6 79.2+2 71.8+49 77.2+56 0.437
pCO2 (mmHg)

TO 448433 44.5+25 46+1.8 42425 0.748

T90 3443+ 1.6" 36.1+1.1" 369+1.8" 345+28" 0.760
Ionogram
Calcium (mg/L)

Omin 1.36£0.46 1.42+0.02 1.33+0.02 1.29+0.03 0.186
90 min 1.38+0.03 1.25+0.02" 1.3+0.04 1.4+0.11 0.336
Sodium (mEq/L)

Omin 140+1.49 142+0.72 141£1 141 +1.01 0.740

90 min 143+0.77" 144279 136 +3.5 142+3.1 0.202
Potassium (mmol/L)

Omin 534+0.24 5.14+0.34 5.09+0.13 5.57+0.23 0.527

90 min 539+0.17 6.03+0.26 5.80+0.24" 6.73+0.26 0.005*

Table 1. Arterial blood tests and ionogram assays. Data are presented as mean + SEM. C, Control; T, Trauma;
H, Hemorrhage; TH, Trauma and hemorrhage, n=7 per group. *p < 0.05 compared with C, p < 0.05 compared
with 0 min in the same group.

neither used fluid replacement nor antithrombotic injection that could dilute coagulation factors or modify their
activities. We also prevented hypothermia which is known to reduce clotting factor enzymatic protease activity
in vivo. Coagulopathy was therefore due to a specific and endogenous mechanism, strictly corresponding to the

definition of ATC.
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Figure 5. Coagulation factors. Histograms of specific coagulation factors at 0 min and 90 min in each
experimental group. C, Control; T, Trauma; H, Hemorrhage; TH, Trauma and hemorrhage, n=7 per group.

p < 0.05 compared with 0 min in the same group, *p < 0.05 versus C T and H. **p < 0.05 versus C and T. Data
are presented as mean + SEM.

Un-compensated shock was triggered by ATC.  Next, we wanted to evaluate the clinico-biological con-
sequences of ATC, which is a key point to explain higher mortality rates in case of trauma-related hemorrhage.
In group TH, we observed a significant decrease in base excess concentrations (p < 0.05, Fig. 4D) associated with
an increase in lactate (p < 0.05, Fig. 4B) and potassium concentrations (p < 0.05, Table 1). The rise in lactate
concentration evidences the presence of cellular hypoxemia and the transition from aerobia to anaerobia. The
lowering in base excess reflects a metabolic acidosis and the rise in potassium concentration indicates the pres-
ence of cellular leakage. These results indicate an energetic imbalance between cellular incomes and needs leading
to cellular dysfunction, corresponding to the definition of shock: “a state in which the circulation is unable to
deliver sufficient oxygen to meet the demands of the tissues”*. In addition, arterial pressure remained low until
the end of the experimentation in group TH (p < 0.05, Fig. 2B-D). Compensatory mechanisms were therefore
not sufficient to maintain blood pressure; this clinico-biological status is also known as un-compensated shock.
In contrast, arterial pressures felt just after trauma/hemorrhage and raised slowly during the experimentation in
group T and H (p > 0.05, Fig. 2B-D). Biological markers of shock were also negative in these groups (p >0.05,
Fig. 4B-D). Consequently, ATC induced a switch from compensated to un-compensated shock in this model.

ATC was associated with a specific coagulation profile. We then studied specific coagulation factors
to identify their role in case of ATC. A significant decrease in fibrinogen concentration was observed in all groups,
probably due to clot formation after cervical incision and cannulation (Fig. 5A). Interestingly, a significant nega-
tive linear relationship between PT ratio and fibrinogen serum concentrations at 90 min was retrieved (intercept,
3.57; coefficient, —1.04; p, 0.0272; R?, 0.6561; adjusted R?, 0.5873). This result highlights a protective effect of
fibrinogen against ATC. In addition, a significant increase of FII and FX times from 0 to 90 min was observed in
this study (p < 0.05, Fig. 5B-D). These data suggest that specific coagulations pathways mediated by FII and FX
are involved in ATC’s genesis.

Discussion

'This model was particularly consistent with human ATC in terms of temporality, type of injuries, compensation
mechanisms and coagulation impairments. Indeed, in most countries, patients are brought to hospital in approx-
imately 60 min* and injuries performed in this study were consistent with those retrieved after traffic accidents*.
In addition, compensatory mechanisms were similar to those described in humans to maintain blood pressure
and homeostasis. Concerning blood pressure, we observed a decrease in heart rate in group T, H ad TH, suggest-
ing an activation of the Bezold Jarisch reflex (Fig. 2A). This reflex increases end-diastolic volumes and cardiac
output by lengthening the time allowed to fill cardiac chambers*>-¥". It is triggered by left ventricle stretch recep-
tors, endogenous catecholamins and serotonin. Serotonin is released after platelet activation, explaining brady-
cardia in T and TH groups. Stretch receptor and catecholamins are activated in case of hypovolemia, explaining
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bradycardia in H and TH groups. Concerning homeostasis, alveolar hyperventilation and bicarbonates consump-
tion to maintain pH in normal range were retrieved in this model (Table 1). Moreover, the protective role of
fibrinogen was observed*® and values for aPTT and PT ratios were comparable to those retrieved in humans when
ATC occurs'®.

The role of previously identified confounding factors was then assessed to guarantee the robustness of the
model. The absence of transcapillary refill was established by comparing hemoglobin concentrations at 0 and
90 min in the H group to ensure the absence of spontaneous dilution due to hemorrhage (Fig. 4A). The “deple-
tion bias” was assessed by comparing markers of hemorrhage to ensure the absence of significant bleeding in the
trauma group. In our model, mean arterial pressure, base excess, hemoglobin, bicarbonates and lactate concen-
trations were similar in group C and T at the end of the experimentation and did not vary during time in group
T (Figs 2B and 4A-D). Therefore, trauma alone did not lead to any significant bleeding. As far as we know, this
study is the first to identify and verify the absence of these two major bias.

Then, we wanted to illustrate the usefulness of our model to explore ATC’s pathophysiology. To this purpose,
analysis of coagulation factors concentrations were performed and allowed us to hypothesize that TFPI could
play a role in case of trauma-related hemorrhage. Indeed, activation of C-protein pathway is known to be one
of the key drivers of ATC*-%!. This activation leads to a decrease in FV2%3, Interestingly, in our study, ATC
occurred in group TH without any change in FV time. On the contrary, FX time raised, indicating a decrease of
FX activity. These data suggest that APC’s activation is not the only mechanism to trigger ATC. Another pathway
inhibiting specifically FX appears to be involved in this context. A valid theory could be that FX was repressed by
an inappropriate secretion of tissue factor pathway inhibitor (TFPI). TFPI is a serine protease inhibitor®*. One of
its major isoform, TFPIa, is localized on endothelium and platelets in humans, and only in platelet in murines®.
It is externalized after platelet activation and has 3 Kunitz domains®*-*%, The first domain binds to the active
site of FVIIa, the second to the active site of FX and the third to protein $°*%. This structure explain why TFPI
induces a specific repression of FX®'-%%. Consequently, an increase in TFPI plasma concentration could explain
the inhibition of FX observed in this experimentation. These findings reinforce the theory that platelets and/or
endothelium play a role in ATC’s genesis.

In addition, our model has particularities that could be of interest for further studies. As far as we know, it is
the first to demonstrate and reproduce the switch from compensated to un-compensated shock due to ATC. This
makes possible to explain why higher mortality rates are observed in this condition. Moreover, it is the first to
show that ATC can arise even in case of moderate hemorrhage. Indeed, ATC occurred with only a loss of 20% of
total blood mass whereas 40% were usually necessary in previous studies. In addition, no animal died before the
end of the procedure. This small mammalian model is therefore ethic, time and cost-effective.

The main limitation of this model is that average total blood mass of rats is about 25 ml. Volumes were there-
fore limited to avoid hemodynamic disturbance due to blood samples. High volumes or repeated blood samples,
for example to investigate the time course of multiple coagulation factors in the same time, are therefore excluded.
This constraint applies to all small mammalian models. In further studies we should consider that one general
assay such as PT or aPTT will be sufficient to conclude to the presence of ATC. The remaining blood will be
available to explore ATC’s pathophysiology. Others limitations should be considered: Clotting factors serum con-
centrations are not similar among species; quantitative results are therefore not strictly transferable to humans.
However, the role of coagulation in survival is so crucial that key mechanisms were probably conserved between
species during evolution.

In conclusion, this model reproduced the sequence and timeline retrieved in humans in case of severe trauma
associated with hemorrhage. The combination of these two factors induced a specific and endogenous coagulop-
athy fitting the definition of ATC. A complete consistence with humans was observed concerning clinical and
biological markers for shock, compensation mechanism, protective factors and coagulation disorders involved
in this condition. We identified and controlled two new bias: majored bleedings due to trauma and dilution due
to transcapillary refill. Moreover, we reproduced the switch from compensated to un-compensated shock when
ATC occurs, corresponding to the time when compensation mechanisms are overwhelmed. This could help to
understand the pathophysiology of ATC at this key moment and to identify potential targets for therapeutics to
decrease mortality. In addition, we demonstrated that ATC can occur even in case of moderate hemorrhage and
we made the hypothesis that TFPI could repress FX in this case. This model is therefore effective to explore coag-
ulation patterns involved in the genesis of ATC and its consequences on tissue perfusion.
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Conclusion

Nous avons établi dans cette premiére étude un modele murin répondant strictement a la
définition de ’ATC, a savoir un trouble de la coagulation précoce, endogéne et spécifique
caractérisé par 1’expression d’un phénotype hémorragique et résultant de 1’association d’un
traumatisme et d’une hémorragie. En effet, ’apparition a 1 heure de troubles de la coagulation
témoignait de son caracteére précoce. Les facteurs extrinseques de coagulopathie (dilution,
hypothermie, traitements antithrombotiques) ont été éliminés des la construction du modele, il
s’agissait par conséquent d’une coagulopathie endogene. De plus, un allongement significatif
du PT et du TCA était observé dans le groupe associant un traumatisme et une hémorragie,
témoignant de son caractere spécifique. Le biais de déplétion était absent car il n’y a pas eu
d’évolution significative des marqueurs d’hémorragie dans le groupe « trauma ». De plus, nous
avons constaté une insuffisance circulatoire décompensée dans le groupe comportant une ATC,
témoignant de 1’association entre la survenue d’une ATC et I’expression d’un phénotype
hémorragique. Ce modele animal fiable et reproductible d’ATC a permis d’en préciser la

physiopathologie lors d’une deuxi¢me étude.
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Etude 2 : Physiopathologie de I'ATC

Introduction

L’objectif de notre deuxiéme étude était d’évaluer de maniere globale les perturbations de
I’hémostase induites par I’ATC afin de les confronter aux hypothéses décrites dans la premiére
partie de cette thése. Celle d’une production excessive d’aPC responsable d’une hyper-
fibrinolyse se heurte a un paradoxe : ’aPC inhibant les facteurs Va et VIlla, la génération de
thrombine devrait étre diminuée. Cependant, plusieurs expérimentations réalisées chez
I’homme ont rapporté une augmentation de génération de thrombine (58) (55) (59). Cet
argument a été repris par Gando et al. pour défendre I’hypothése selon laquelle I’ATC ne
constituerait pas une entité physiopathologique spécifique mais serait en réalit¢ une CIVD
fibrinolytique. Ces auteurs ont proposé¢ un relargage endothélial précoce de t-PA pour expliquer
la survenue d’une fibrinolyse non liée a I’activation de la voie de la protéine C mais n’en ont
pas apporté la preuve expérimentale (76). De plus, certaines études ont rapporté une
préservation ou une diminution de génération de thrombine en contexte traumatique, remettant
en cause I’hypotheése d’une CIVD (78). La mesure de la génération de thrombine dans les
conditions strictes d’une ATC permettrait par conséquent de confronter ces deux hypotheses.
La thrombine est un élément central du systeme hémostatique car elle active la polymérisation
de la fibrine. Sa formation est soumise au résultat de la balance entre les voies pro- et
anticoagulantes, dont les ¢léments clés sont les facteurs Va, VIlla et I’aPC. De plus, la
thrombine constitue un puissant activateur plaquettaire via son action sur les récepteurs PAR.
La mesure de la fonction plaquettaire associée a celle de la génération de thrombine permettrait
par conséquent de préciser les voies impliquées dans la survenue d’une ATC. Nous avons par
conséquent centré cette ¢tude sur I’étude de la génération de thrombine et de la fonction
plaquettaire en contexte d’ATC. Un dosage des facteurs clés de la coagulation a également été
réalisé pour expliquer d’éventuelles modifications de génération de thrombine en cas d’ATC.
La fonction plaquettaire, second ¢lément clé susceptible d’expliquer la physiopathologie de
I’ATC, a été évaluée par aggrégométrie selon plusieurs voies d’activation. Cette étude fera

prochainement 1’objet d’une soumission a une revue scientifique.

New considerations on pathways involved in acute traumatic coagulopathy:

The thrombin generation paradox
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Introduction

Trauma is a leading cause of death among young peoples, explaining its social impact and
financial burden to healthcare system [1]. Hemorrhage is identified as a major cause of
preventable death in this context [2]. One third of severe trauma patients presents an acute
traumatic coagulopathy (ATC) upon hospital admission. ATC is an acute, specific and
endogenous phenomenon specifically triggered by the association of trauma and hemorrhage.
Its presence is associated with higher mortality and transfusion rates [3]. External factors such
as hypothermia, anti-thrombotics and dilution can reinforce this coagulopathy [4]. In the first
hours, hemorrhage and macrocirculatory impairment are responsible of an early mortality peak.
In the following days, a delayed mortality due to microcirculatory defects reflecting a
prothrombotic state is observed [5]. The physiopathology of ATC is still debated due to its
complexity but the involvement of an inbalance between pro- and anti-coagulant pathways,
platelets and endothelium is currently admitted by several authors [6][7][8][9]. However,
interactions between them remain unclear. Some authors hypothesized an increased production
of aPC to explain the emergence of hyper-fibrinolysis in case of ATC, but this hypothesis is
contradicted by studies reporting an increase in thrombin generation after severe trauma while
it should be reduced due to the inhibitory effect of aPC on FVa and FVIlla . This argument has
been echoed by advocates of an another hypothesis: ATC would in reality be a trauma-related
DIC with early fibrinolytic phenotype explained by an endothelial release of t-PA . These
authors argued that aPC concentrations observed in case of ATC were insufficient to repress
FVaand FVIlla and lengthen PT and aPTT times in vitro . At last, contradictory studies reported
normal or decreased thrombin generation in case of ATC. Observation of thrombin generation
on a reliable animal model, not influenced by confounding factors conventionally identified in
clinical studies would therefore allow a confrontation between these two hypotheses. Another
unresolved concern is the role of platelet on ATC. Jacoby and al. observed a rise in platelet-
activation markers associated with hypo-functional platelets in non-survival patients,

suggesting the presence of a refractory state due to trauma [10] [11]. In addition, a loss of
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platelet function was identified as a predictive factor of mortality in this context [ 12][13]. These
concerns explain why thrombin generation test (TGT) and platelet aggregometry were recently
identified as potentially useful to offer an individualized care management to traumatized
patients [14]. Our team recently published an animal model reproducing the timeline and main
mechanisms observed in humans in case of ATC [15]. This non-biased model gives the
opportunity to explore ATC’s pathophysiology. The objective of this experimentation was to
explore the general hemostasis disorders involved in ATC’s genesis to compare them with
hypotheses proposed to explain its pathophysiology. This would make possible to identify

targets for therapeutics in case of major trauma.

2. Materials and methods

2.1. Animals

60 adult Sprague-Dawley rats (430-650 g, Janvier SAS, Le Genest St Isla, France) were housed
in a controlled environment (temperature 21+1°C, relative humidity 27+16%, 12-12 h light-
dark cycle) with ad libitum access to food and water. All procedures were conducted following
a protocol approved by the French ministry of agriculture (APAFIS#5194-2016042513131045)
and the local university animal research ethic committee. Procedures were in accordance with

the guide for the care and use of laboratory animals published by the US National Institute of
Health [16].

2.2. Preparation

After 1 week of housing, animals were anesthetized with an intra-peritoneal injection of
ketamin (100mg/Kg, Virbac, Carros, France) and xylazin (10mg/Kg, Virbac, Carros, France).
A temperature probe was inserted rectally and animals were placed in supine position on a
warming pad (Z31SY, Ascon technologic, Italy) to maintain central body temperature in a
normal range (37.5£0.5°C). A 2cm cervical incision was performed, followed by a
tracheostomy (2mm diameter polyethylene tube). An arterial catheter (Leader Flex 22G, 0,7 x
40mm, Vygon, France) was inserted in the right carotid allowing blood sampling and
continuous intra-arterial pressure monitoring. A venous catheter was inserted in the left jugular
vein (Leader Flex 22G, 0,7 x 40mm, Vygon, France) followed by a continuous intravenous
infusion of ketamin (1mg/kg/h, Virbac inc., Carros, France). Ketamin was diluted in sodium
chloride 0.9%, continuously infused at a rate of Iml/kg/h. Vital signs (heart rate, invasive
arterial pressure and body temperature) were continuously recorded during all the procedure

(MP35, Biopac systems inc. Varna, Bulgaria).

74



2.3. Experimental procedure

The experimental procedure was summarized in fig.1. A total of 60 rats were enrolled and
allocated randomly to one of the 4 experimental groups (n=15 per group): Control (C) in which
trauma or hemorrhage were not performed; Trauma (T) in which trauma was performed but not
hemorrhage; Hemorrhage (H) in which hemorrhage was performed but not trauma; Trauma and
hemorrhage (TH) in which trauma and hemorrhage were performed. In groups H and TH, 20%
of total blood mass was gently collected in 10 min with a 10 ml syringe through the arterial
catheter. Total blood mass was estimated at 5% of body weight. In groups T and TH, multiple
traumas were performed as follows: 4 closed limb fractures on mid-height of the bone (2
femurs, 2 humerus) at 90 angular degrees with pliers (water pump pliers 250mm, Facom,
France). Then a 4cm median laparotomy, and four spleen crushings of 1 cm on the inferior
border of the spleen were done with surgical scissors and a needle holder, respectively (KS-
463, Keysurgical, U.S.A.).

Non heparinized rats Blood sample: Lactates, pH, Ca, Na, K, aPTT, PT, Fibrinogen, FlI, FV, FX (non heparinized catheters)

Thrombin generation test, platelet aggregometry

baseline vital signs

TO mins T10 mins T20 mins T30 mins T90 mins
Preparation Observation Multiple-trauma Hemorrhage Observation
All groups All groups Groups T and TH Groups H and TH All groups
Sedation 4 limb fractures Blood shed: 20% of
Monitoring Laparotomy total blood volume
Catheterization Spleen fracture Time

>

Figure 1. Experimental protocol. Group C, without trauma without hemorrhage; T, trauma without hemorrhage; H, hemorrhage without
trauma; TH, hemorrhage with trauma (n = 15 in each group).

2.4. Blood Samples

No injection of antithrombotic was performed during the whole experimentation. All blood
samples were collected through the arterial catheter. A 1ml syringe rinsed with heparin
500UI/ml was used for point of care tests. A 1.4ml 3.2% citrated tube (Monovette, Saerstedt,
France) was used for hemostasis tests. The catheter was flushed with 50 uL. of 0.9% NaCl
(without anticoagulant) after each sampling. Citrated tubes were gently turned upside-down 5
times. Three 15 min centrifugations were performed: one at 1000 g and two at 3000 g
(centrifuge 2-16K, Sigma, Germany) to obtain poor platelet plasma. Plasma was frozen at -80

°C until measurements.

2.5 Blood analysis
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Arterial blood pH, lactate and potassium concentrations were measured instantaneously after
blood collection with a point-of care analyzer (ABL80 FLEX, Radiometer, Copenhagen,
Denmark). FII, FV, FX, fibrinogen, PT and aPTT assays were performed on platelet poor
thawed plasma on an automated analyzer (STA-R Evolution, Stago, Asnieres sur Seine,
France). PT, aPTT times and fibrinogen concentrations were measured with specific reagents,
«neoplastine CIl+10 », « triniclot aPTTb », and « STA liquid fib », respectively. Specific
factor-depleted plasmas (Stago, Asnieres sur Seine, France) were used to determine coagulation
factor times. Coagulation factor activities were expressed in time-to-clot instead of percentages
in this study. Indeed, these percentages are expressed in comparison with the laboratory
reference in humans and references for rats are neither available nor standardized. Therefore,
we made the choice to express a non-modified data: the time to clot in seconds. This time is
inversely proportional to the factor activity. Thrombin generation test was performed using the
Thrombinoscope CAT (Calibrated Automated Thrombogram, Maastricht, The Netherlands)
assay according to the manufacturer’s instructions (Diagnostica Stago, Asnicres, France) [7,8].
20 microliters of plasma was incubated with 20 uL. PPP-ReagentTM (containing 5 pM
recombinant tissue factor and 4 uM phospholipids) for 10 minutes in round-bottomed 96-well
black microplates. For each sample, a calibrator (Thrombin CalibratorTM) was run in parallel
in order to correct the fluorescence signal for substrate consumption and plasma color
variability. Thrombin generation was initiated by the addition of 20 pL of FluCa-KitTM).
Fluorescence was detected by a Fluoroskan Ascentl fluorimeter (Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA) and the thrombin generation curves were analysed by the Thrombinoscope
software (Thrombino- scope BV, Maastricht, The Netherlands). Thrombin generation curves
was characterised by 5 parameters: “Endogenous thrombin potential” (ETP), the area under the
curve expressed in nMol/L of thrombin per minute; “lagtime”, the length of time required
before thrombin generation starts; “peak”, the highest thrombin concentration; “time to peak”,
the length of time until peak and “start tail”, the duration to end-point of thrombin generation.
Platelet aggregometry was performed with a multiplate analyzer (Verum Diagnostica GmbH,
Munich, Germany) in whole blood sample immediately after blood collection in 3.2% citrated
tube (Monovette, Saerstedt France) as described by manufacturer. Three platelet agonists
specific to 3 pathways were tested: “PAR-4 test” (70 mMol/l, PAR-4 receptor, SIGMA, St
Louis, U.S.A.), “ADP test” (10 Mmol/l, ADP receptor, Roche Diagnostics GmbH, Sandhofer
Mannheim, Germany) and “COLLtest” (1.4 mcg/ml, collagen receptor, Roche Diagnostics
GmbH, Sandhofer Mannheim, Germany). Shortly, after adjunction of the reagent, platelet
aggregation led to an increase in impedance between two electrodes placed in a whole blood

sample. This increase reflected platelet aggregation after activation. The procedure was
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followed in conformity with manufacturer’s instruction for each blood sample: 300uL of the
whole blood was added to 300 pL of sodium chloride into the the electrode cartridge. Blood
was continuously mixed with a magnetic stir bar and impedance was measured during 6 minutes
after adjunction of each platelet agonist. The value recorded was the area under the curve
(AUC).

2.6. Statistical analysis and Graphics

Statistical analyses were performed with “SPSS statistics for Macintosh” software version 21
(LB.M. corp., Armmonk, NY, 2012). Line graphs, boxplots and histograms were performed
with “Prism 7 for Mac OS X” version 7.0a (Graphpad software, La Jolla, USA, 2016). At the
time of the first sampling, all the animal being strictly identical, the results were pooled in a
baseline group. They were compared with the sampling performed at 90 min for each group (C,
T, H and TH). One-way ANOVA with adequate post hoc tests were used to compare means
between groups. Results were expressed as the mean+ standard error of mean (SEM). A p-value

< 0.05 was considered statistically significant.

3. Results

3.1. Markers of ATC

Mean PT was statistically higher than baseline at the end of the experimentation in groups C,
T, H and TH. At 90 min there was no effect of trauma or hemorrhage but the group TH had a
PT significantly longer than C, T and H groups (fig. 2A). Similar trends were observed for
aPTT: in TH group a strong increase of aPTT was observed, and at 90 min trauma and

hemorrhage were not different from group C and baseline (fig 2B).
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Figure 2. Markers of ATC. Baseline, pooled values from all groups at 0 min; Coo, Control at 90 min; Teo, Trauma at 90 min; H9090, Hemorrhage
at 90 min; THoo, Trauma and hemorrhage at 90 min. For t0 n=22; for C90, T90 H90 and TH 90 n=9 to 11. Data are presented as mean = SEM.
ANOVA I significance was designated at the p < 0.05 level of confidence. ¥, significantly different from baseline. Letter differences indicate
statistical differences between groups at 90 min.

3.1. Shock markers

In the C group, MAP, Heart rate, lactates, base excess, potassium and hemoglobin
concentrations were modified when compared to baseline (table 1). When compared to the
control group, the trauma induced a modification of base excess at 90 min (at -5.4+0.8).
Hemorrhage alone decreased MAP and Hemoglobin concentration both of 20% and slightly
increased blood pH (to 7.43). In TH group, statistical modifications of MAP, (-49%) lactate (to
2+0.4 mMol), base excess (to -8.03+0.9 mMol), pH (to 7.45+0.05) and potassium (to
5.95+0.31mMol) blood levels were observed during the experimentation. The evolution of

MAP during the experiment in each group was reproduced figure 3.

Mean arterial pressure

90-
—— C
80+ - T
o 70- =="H
E aol
£ 60
50

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Time (min)

Figure 3. Evolution of MAP during time in each group. C, Control; T, Trauma; H,
Hemorrhage; TH, Trauma and hemorrhage, n=15 per group. Values represent mean + SEM.
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Table 1. Markers of shock, trauma and hemorrhage.

Baseline Group Coo Group Too Group Hoo Group THoo ANOVA
p-value
Clinical markers
Mean arterial pressure (mmHg) 80+ 2 75+ 34t 69+ 2 abt 63+ 20t 43+ 3¢t <0.001*
Heart rate (min‘') 269+ 4 250+ 8abt 245+ 113t 269+ 9 bt 275+ 6°
0.014*
Biological markers
Lactates (mmol/L) 0.5+ 0.1 1+ 0.1t 0.9+ 0.2t 1.3+ 0.2t 2+ 0.4t
<0.001*
Base excess (mmol/L) 0.4+0.2 -2.4+0.32f -5.4+0.8 bt -2.6£0.5 at -8.03+0.9 ¢t <0.001*
pH 7.39+0.01 7.36+0.04? 7.41+0.01 2 7.43+£0.02° 7.45+0.05 bt 0.049*
Potassium (mmol/L) 3.51+0.05 4.55+0.223t 4.68+0.13 2t 4.39+0.13 3t 5.95+0.33 bt <0.001*
Hemoglobin (g/dl) 16.5+ 0.1 14.8+ 0.2 bt 15.6+ 0.3 13.4+0.6¢t 14.14 0.3 bet <0.001*

Data are presented as mean + SEM. Baseline, pooled values from all groups at 0 min; Coo, Control at 90 min; Teo, Trauma at 90 min; H9090, Hemorrhage
at 90 min; THoo, Trauma and hemorrhage at 90 min. ANOVA I significance was designated at the p < 0.05 level of confidence. f significant difference
with baseline group. At 90 min, letter differences indicate statistical differences between groups. For t0 n=47 to 56, for the other groups n=9 to 15

analyses per group.

3.2 Thrombin generation tests

In group C, lagtime, peak, time to peak and start tail were different from baseline (table 2).

Trauma by itself induced no modification when compared with the C group. Hemorrhage

induced an increase in ETP, in peak amplitude and in start tail. TH group exhibited a statistically

different ETP when compared to group C.

Table 2. Thrombin generation test.

Baseline Group Coo Group Too Group Hoo Group THoo ANOVA

p-value

Endogenous thrombin

potential (nmol/l/min) 369+13 2284232 262+18 @ 297£19 b 312+19°P 0.05*

Lagtime(min) 2.07+0.07 2.49+40.10t 2.38+0.08 2.4140.14 t 2.4740.09 <0.001*

Peak (nmol/l) 93.0+5.2 60.5+6.7°t 73.6+5.7 2t 86.9+6.8° 79.246.6® 0.009*

Time to peak (min) 4.0£0.1 4.340.12t 4.1£0.12 4.1£0.12 4.5+0.13t 0.02*

Start tail(min) 53.6+3.9 34.3+4.22 4224322 52.8+4.1° 40.9+4.32 0.02*

Data are presented as mean + SEM. Baseline, pooled values from all groups at 0 min; Coo, Control at 90 min; Too, Trauma at 90 min; H90oo,
Hemorrhage at 90 min; THoo, Trauma and hemorrhage at 90 min. ANOVA I significance was designated at the p < 0.05 level of confidence.
significant difference with baseline group. At T90, letter differences indicate statistical differences between groups. For t0 n=43 to 52, for the

other groups n=12 to 15 analyses per group.

3.3 Specific coagulation assays

In the control group, FII and FX times were increased and fibrinogen concentration decreased

when compared to baseline. Trauma induced no modification of the measured coagulation

parameters. The hemorrhage induced a significant increase of FV time. In group TH, all the

measured parameters were modified : FII, FV and FX times were longer than in group C and
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the fibrinogen concentration was significantly lowered (figure 4). A statistically significant

inversed relationship between fibrinogen concentration and aPTT was observed (figure 5).

A. Factor Il clotting time B. Factor V clotting time
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Figure 4. Coagulation factors. Baseline, pooled values from all groups at 0 min; Cs, Control at 90 min; Too, Trauma at 90 min; H900o,
Hemorrhage at 90 min; THoo, Trauma and hemorrhage at 90 min. For baseline n=13 to 19, for the other groups n=7 to 11 analyses per group.
Data are presented as mean + SEM. ANOVA I significance was designated at the p < 0.05 level of confidence. f, significant difference with
baseline. Letter differences indicate statistical differences between groups at 90 min.
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Figure 5. aPTT in expressed as a function of fibrinogen concentration at 90 min in all groups (n=28).

Inversed linear relationship between aPTT and fibrinogen concentration (intercept, 26.53+3.16;

coefficient, -3.40+1.26; Adjusted R-squared: 0.1878; p=0.0123).
3.4 Platelet count and aggregometry
In the case of platelet count, baseline was different from C, H and TH groups (table 3). There
was no effect of the different treatments at 90 min. Concerning aggregometry parameters, the

area under the curve for collagen was different in groups C and TH from baseline. There was

no statistical difference between groups C, T, H or TH, for any of the measured parameters.

Table 3. Platelet count and aggregometry.

Baseline Group Coo Group Too Group Hoo Group THoo ANOVA
p-value
Platelets (platelets/l) 570+ 8 517+ 122t 533+ 267 493+ 172t 525+ 152t <0.001*
PAR-4 (AUC) 74.7£2.5 69.4+ 4.1 83.5£ 7.0 63.3+5.7 70.3+4.7 0.146
ADP (AUC) 91.0+1.8 90.9+ 4.1 100.0+ 5.7 87.3+4.4 85.3+4.3 0.214
COLL (AUC) 86.0+ 2.0 77.4+ 2.5 84.3+28¢ 80.5+£3.6 ¢ 75.5+4.0%t 0.047*

Data are presented as mean £ SEM. Baseline, pooled values from all groups at 0 min; Coo, Control at 90 min; Too, Trauma at 90 min; H90oo,
Hemorrhage at 90 min; THoo, Trauma and hemorrhage at 90 min. ANOVA I significance was designated at the p < 0.05 level of confidence.
significant difference with baseline group. At T90, letter differences indicate statistical differences between groups. For t0 n=40 to 56, for the
other groups n=7 to 15 analyses per group.

4. Discussion

4.1 Model relevance

The depletion bias was controlled in this study
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Trauma is likely to induce hemorrhage in injured tissues. Therefore, higher coagulation
disorders observed in group TH can rather be due to this additional bleeding than to a specific
mechanism such as ATC. To control this potential bias, hemorrhage due to trauma has to be
assessed in a specific group. In this experimentation, there was no statistical difference for
shock and hemorrhage markers such as MAP, lactates levels, and hemoglobin at the end of the
experimentation in group C and T. Thus, trauma did not lead to any significant bleeding. The

depletion bias identified in our previous study was not present [15].

The TH group reproduced ATC, and only ATC

Mean PT and aPTT were statistically longer in group TH than in all other groups at the end of
the experimentation. The main biological markers of ATC were therefore positive in group TH
[10][11]. Moreover, we did not use fluid replacement that could dilute coagulation factors or
antithrombotic injection to prevent clot formation, and we prevented hypothermia that could
reduce clotting factor enzymatic protease activity. Thus, all extrinsic factors were controlled.
The lengthening of PT and aPTT was therefore due to an endogenous mechanism. The
coagulation disorder observed in group TH fits all the characteristics defining ATC: An acute

and endogenous coagulopathy specifically triggered by trauma and hemorrhage.

A bleeding phenotype was triggered by ATC

This model reproduced the mechanism explaining higher mortality rates when humans present
ATC [3]. In group H, MAP fell just after hemorrhage and raised slowly until 90 min because
compensatory mechanism, such as peripheral vasoconstriction, were able to counterbalance the
effects of hypovolemia due to blood losses (figure 3). This phenomenon is called compensated
shock. In contrary, MAP remained lower in group TH at 90 min. This persisting hypotension
was associated with an increase in lactate and potassium concentrations and a decrease in base
excess concentration (table 1). These markers reflect the presence of a cellular energetic
imbalance between needs and supply leading to cellular leakages [17] [18]. This particular state
is called uncompensated shock and leads to death in absence of circulatory support such as fluid
replacement or vasopressor therapies [1]. In this experimentation, uncompensated shock was
related to the presence of ATC because it was present only in group TH. ATC was therefore

associated with a bleeding phenotype.

4.2 Early activation of pro- and anti-coagulant pathways in case of ATC
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The thrombin generation paradox: a statement

TGT has been recently identified as a promising assay to evaluate patients suffering from acute
hemorrhage [19]. This test reflects the total amount of thrombin that a plasma sample can
generate under the action of pro and anticoagulant drivers [20]. ETP is the main parameter
measured by this test, giving a global overview of the coagulation profile due to thrombin’s
ending position in the coagulation cascade [21] [22]. In case of coagulation factor depletion,
thrombin generation tends to decrease [23]. This coagulation profile was observed in group C.
Indeed, FV, FX and ETP decreased in this group, probably due to cervical incision,
tracheostomy and catheters insertions. To the contrary, we observed normal ETCs in group TH

at the end of the experimentation despite higher FV and FX times.

This clinical-biological profile combining a haemorrhagic phenotype, a depletion of
coagulation factors and the preservation of thrombin generation observed in group TH must be
confronted with the two hypotheses that have been in opposition for several years concerning
ATC’s patho-physiology: trauma-related DIC and excessive protein C activation. In case of
DIC, a major increase in thrombin generation and a dramatic decrease in platelet count should
be observed . In this experimentation, thrombin generation was preserved and platelets count
was slightly decreased in group TH at 90 min. These results are not in accordance with the
trauma-related DIC hypothesis. Similarly, the observation of normal ETPs is inconsistent with
the hypothesis of an isolated increase in aPC, which implies a decrease in thrombin generation
mediated by the inhibition of FVa and FVIIIa. Interestingly, we observed a bleeding phenotype
in group TH. This result can only be explained by the presence of fibrinolysis because thrombin
generation was normal in this group. This assumption is reinforced by the observation of a
marked decrease in fibrinogen concentration, as usually observed in case of fibrinolysis and by
several studies reporting an increase in aPC in the presence of ATC.

In this experiment, we observed the preservation of normal thrombin generation despite a
clinico-biological profile in favor of an aPC-mediated fibrinolysis, suggesting the existence of
a mechanism protecting thrombin generation against aPC. We called this phenomenon the

“thrombin generation paradox”.
Pathways involved in the thrombin generation paradox: an hypothesis

We identified a mechanism that could explain the observation of a paradoxically normal

thrombin generation despite the activation of fibrinolysis by aPC. Indeed, the activity of
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prothrombinase complex, which plays a crucial role in thrombin generation, is enhanced by two

proteins rising in case of trauma-related hemorrhage: myosin and TF.

Major trauma leads directly to cellular damages by mechanical action on tissues [24]. Plasmatic
rises in potassium, tissular factor [25] and myosin [26] [27] due to cellular leakage are observed
in this condition. This mechanism called rhabdomyolysis or “crush syndrom” is potentialized
by shock [28]. Indeed, in case of shock, the increase in blood potassium level is correlated with
the importance of tissue hypoxia [18]. Hyperkalemia is secondary to the blockage of the Na-K
ATPase pump [29] and the activation of the Katp channels triggered by cellular hypoxia [30]
[31]. This activation leads to a hyperpolarization of the cellular plasmatic membrane and blocks
voltage-dependent calcium channels. Hyperpolarization leads to a decrease in myocardial
contractility and a vasoplegy, reinforcing shock [32] [33]. This vicious circle leading to death
was reproduced in this experimentation: uncompensated shock and hyperkalemia were
observed in group TH. For these reasons, the rise in blood potassium observed in our study
reflects the severity of tissular damages and it can be reasonably hypothesized that it was
associated with higher myosin and TF serum concentrations in group TH [34]. The role of
myosin: A recent study demonstrated that myosin is able to bind factors Xa and Va, signing
the ability to create a stable ternary complex called prothombinase that promotes prothrombin
activation [35]. Thus, a rise in myosin in group TH could promote thrombin generation,
explaining normal ETPs despite the consumption of coagulation factors and fibrinolysis. The
role of TF: As previously described, prothombinase complex is composed by factor Va and
factor Xa, and thrombin generation is directly dependent from its activity. In consequence, a
decrease in factor X should lead to a lowering in ETP. However this lowering is limited in
presence of high levels of TF that promote activation of factor X [36]. These patterns were
retrieved in group C and TH. Indeed, a lowering in factor X activity and ETP was observed in
group C, reflecting a subtle impairment in coagulation process due to cervical incisions,
tracheostomy and catheters insertions. In contrast, a lowering of factor X without decrease in
ETP was observed in group TH. In this last group, higher level of TF due to trauma should have
limited the decrease in ETP.

Clinical implications: The observation of paradoxically normal ETPs in group TH indicates
the presence of pro-coagulant processes in case of trauma-related shock and is consistent with
a recent study on humans [34]. The main advantage of this pro-coagulant mechanism in terms
of survival could be to counterbalance the effect of coagulation factors depletion and aPC-

mediated fibrinolysis. But thrombosis is the price to pay to lower mortality [37] :a recent
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publication concluded that a procoagulant phenotype was a predictor of symptomatic venous
thromboembolism after trauma [38]. These observations are consistent with the fact that, after
several days, patients with ATC present higher mortality rates despite the restauration of a
normal blood pressure. Indeed, the presence of ATC is associated with multiple organ failures
related to microcirculation defects [39][40][41][42] [43] [44] [45].

4.2. Fibrinogen plays a key-role in ATC

In our study, fibrinogen concentration was dramatically decreased in group TH at the end of
the experimentation. At the same time, ETP was higher in group TH than in group C. These
results could be explained by the structure of fibrinogen, thrombomodulin and thrombin.
Indeed, fibrinogen and thrombomodulin have the same binding site on thrombin, the FRS site,
suggesting a competitive inhibition of fibrinogen on the thrombin/ thrombomodulin complex.
We therefore hypothesize that, in case of ATC, a decrease in fibrinogen concentration could
decrease thrombin consumption. In the same time and despite the preservation of normal
thrombin concentrations, the lowering in fibrinogen concentration could decrease its
competitive inhibition on the thrombin/ thrombomodulin complex and activate the protein C
pathway, reinforcing fibrinolsis. In addition, we observed an inversed correlation between
fibrinogen levels and aPTT, suggesting a protective role of fibrinogen against ATC (figure 5).
This result strengthen the hypothesis of a central role of fibrinogen in ATC’s pathophysiology,
(which could be explained by a decrease in the competitive inhibition of fibrinogen on the
thrombin/ thrombomodulin complex), and is coherent with the hypothesis of an increase in

aPC leading to fibrinolysis.

4.3. ATC was not associated with hypo-functional platelets in this study

Another hypothesis to explain the pathophysiology of ATC would be a loss of platelet function
leading to a hemorrhagic phenotype on the early phase of trauma. According to this hypothesis,
the burst in thrombin would cause diffuse platelet activation via their PAR receptors. This
excessive activation would be followed by a refractory period characterized by a loss in platelet
function. In this study, we observed no increase in thrombin generation and platelet response
was similar in groups C, T, H and TH at 90 min. These results invalidate the hypothesis of a
decrease in platelet function mediated by thrombin as a key driver in ATC’s genesis. Similar
results were observed on traumatized patients: A recent study concluded to the absence of

association between injury severity and multiplate aggregometry test results on humans [14].

4.4. Limitations
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This experimentation was conducted on rats, and conclusions cannot be directly transposed on
humans. However, hemostasis mechanisms, playing a crucial role in survival, are highly
conserved between species. In this experimentation, low volumes of blood were sampled in
order to avoid mimicking excessive bleedings, which would have biased the experiment.
Unfortunately, the small volumes of blood samples collected were insufficient to confirm all
the hypothesis developed here and confirmation of the implications actors of the ATC such as

aPC, TF or myosin will have to be confirmed by direct analyses.

5. Conclusion

ATC resulted in a specific clinico-biological profile combining a haemorrhagic phenotype, the
depletion of coagulation factors (including fibrinogen), a sub-normal platelet count and the
preservation of thrombin generation. These results are nor in accordance with the hypothesis of
a trauma-related DIC. In contrast, they were consistent with an excessive fibrinolysis mediated
by aPC. The crucial role of fibrinogen in ATC was confirmed in this experimentation. It could
be explained by a decrease of its competitive inhibition on the thrombin/thrombomodulin
complex, reinforcing aPC-mediated fibrinolysis. The paradoxically preserved thrombin
generation in this setting suggests a protective mechanism mediated by myoglobin and TF. In
addition, we observed that ATC could occur without any impairment in platelet function. In
consequence, this experimentation made possible a better understanding of ATC’s
pathophysiology which appears to be partially counterbalanced by survival-related mechanisms

at the cost of an increase in thrombotic events.
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Conclusion

Dans cette seconde étude, nous avons mis en évidence une ATC dans le groupe associant un
traumatisme et une hémorragie. Ces résultats confortent ceux de notre premicre
expérimentation, confirmant ainsi la reproductibilit¢ du mod¢le. Le groupe contrdle présentait
une diminution de génération de thrombine expliquée par I’incision cervicale, la trachéostomie
et a la catheterisation. Il a été observé dans le groupe TH une thrombopénie non cliniquement
significative et un ETP similaire en début et en fin de procédure, infirmant I’hypothése d’une
CIVD. De méme, aucune diminution significative de fonction plaquettaire n’a été observée
dans le groupe TH, infirmant I’hypothése d’une parésie plaquettaire nécessaire a la genése
d’une ATC. En revanche L’association d’une hypofibrinogénémie, d’une génération de
thrombine normale et d’un phénotype hémorragique signait 1’existence d’une fibrinolyse
médiée par I’aPC dans le groupe TH. L’observation d’ETP paradoxalement normaux dans ce
groupe suggérant un effet protecteur du facteur tissulaire et de la myosine. En effet, une
augmentation des concentrations sériques de ces deux protéines est généralement constatée en
cas de traumatisme séveére (118). La myosine forme un complexe ternaire favorisant 1’action
des facteur Va et Xa (119) et le facteur tissulaire limite la baisse d’ETP liée a une consommation
du facteur X (120). La préservation de la capacité du systéme a générer de la thrombine en dépit
d’une activation de la fibrinolyse constituerait ainsi un moyen de limiter la mortalité en contexte

post-traumatique.
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Conclusion générale

Deux ¢études animales ont été réalisées durant cette thése. La premicre nous a permis d’établir
un modele murin reproductible et fiable de coagulopathie aigue traumatique. Sa mise au point
a nécessité 1’exclusion des facteurs aspécifiques de coagulopathie et le contrdle de biais
potentiels. Les troubles de la coagulation reproduits dans ce modele répondaient a tous les
criteres d’une ATC. Les résultats de notre seconde ¢étude portant sur la physiopathologie de
I’ATC étaient compatibles avec 1’hypothése d’une activation de la fibrinolyse liée a une
production excessive d’aPC et favorisée par la diminution des stocks en fibrinogéne mais pas
avec celle d’une CIVD fibrinolytique ou d’une parésie plaquettaire. De plus, nous avons
observé une préservation de génération de thrombine pouvant étre expliquée par un effet
protecteur du facteur tissulaire et de la myosine. Ces résultats renforcent la thése d’une
activation de la voie de la protéine C développée par Brohi et al en 2007 (29). Nous proposons
une conception actualisée de la physiopathologie de I’ATC a I’issue des travaux réalisée durant
cette these figure 40. La faible masse sanguine de ces animaux n’a cependant pas permis
d’évaluer I’ensemble des voies impliquées dans la physiopathologie de I’ATC. Pour
s’affranchir de cette contrainte, une étude transcriptomique est en cours de réalisation au sein
du laboratoire ORPHY. Celle-ci vise a déterminer les clusters de génes sur- ou sous-exprimés
par I’analyse des ARN messagers en contexte d’ATC. Ce type d’analyse a la particularité
d’intéresser 1’ensemble du transcriptome et ne nécessite que de trés faibles volumes
d’échantillons sanguins. Les données issues de cette expérimentation nous permettront de
confronter les hypotheses émises lors de ce travail de thése et d’appréhender cette entité
physiopathologique complexe sous 1’angle d’une dysrégulation des interactions entre

hémostase et immunité.
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Figure 40: Mise en perspective des résultats issus des études réalisées lors de ce travail de these et des données

bibliographiques concernant la physiopathologie de I’ATC. L’état de choc entraine une agression endothéliale et I'exposition

d’héparanes-sulfates réprimant la formation de thrombine. La baisse de clairance de la thrombine dans les tissus hypo-

perfusés favorise la production d’aPC en favorisant les interactions entre thrombine et thrombomoduline. L’hémorragie

entraine une déplétion des stocks de fibrinogene et favorise également la formation d’aPC par levée d’inhibition

compétitive

sur les interactions thrombine/ thrombomoduline. Il en résulte une hyper-fibrinolyse traduite par I'expression d’un phénotype

hémorragique. Les lésions tissulaires entrainent une augmentation des concentrations plasmatiques en TF et en

myoglobine

favorisant I'action des facteurs Va et Xa, préservant la génération de thrombine de I’action inhibitrice de I'aPC et des

héparanes-sulfates. Ce mécanisme protecteur est susceptible d’expliquer I'observation d’une génération de thrombine

normale a la phase précoce et I'expression d’un phénotype pro-thrombotique apres traitement de I’état

restauration des stocks de fibrinogéne.
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Résumé : Une coagulopathie aigue traumatique est
constatée chez environ un tiers des patients
traumatisés sévéres. Ce trouble précoce, endogéne
et spécifique nécessite l'association d’importantes
Iésions tissulaires et d’'une hémorragie. La phase
initiale est caractérisée par I'expression d’'un
phénotype  hémorragique responsable d'une
mortalité précoce, la phase tardive par I'expression
d’'un profil pro-thrombotique responsable d’une
mortalité retardée. La physiopathologie de ce
phénoméne est encore mal comprise. Celle-ci
pourrait impliquer une dysrégulation de la voie de la
protéine C, une CIVD fibrinolytique, une diminution
des stocks en fibrinogéne, une altération de la
fonction plaquettaire et une agression endothéliale.
Plusieurs auteurs ont relevé I'absence de modéle
animal pertinent pour vérifier ces hypotheses.

Les objectifs de ce travail de thése ont été la mise au
point d’'un modéle animal de coagulopathie aigiie
traumatique et I'étude de sa physiopathologie.

Acute traumatic coagulopathy
Keywords : trauma, shock, coagulopathy

Abstract An acute traumatic coagulopathy is
observed in about one-third of severely traumatized
patients. This early, endogenous and specific
disorder occurs when tissue damages are combined
with hemorrhage. The early phase of this condition is
characterized by the expression of a bleeding
phenotype and a lengthening in prothrombin time.
The late phase is characterized by a pro-thrombotic
profile leading to multiple organ failure. The
physiopathology of this phenomenon is still poorly
understood. This could involve a dysregulation of the
protein C pathway, fibrinolytic DIC, a decrease in
fibrinogen, impairment in platelet function and
endothelial damages. Various authors have
emphasized the lack of relevant animal model to
study this phenomenon.

Une premiére étude a été réalisée, permettant la
mise au point d’'un modéle murin de coagulopathie
traumatique. Celle-ci a mis en évidence un trouble
de la coagulation précoce, endogéne et spécifique
associé a I'expression d’un phénotype
hémorragique et répondant a tous les critéres
clinico-biologiques d'une coagulopathie aigue
traumatique. Une deuxiéme étude basée sur ce
modele a été réalisée afin de mettre en évidence
les mécanismes généraux intervenant dans la
physiopathologie de la coagulopathie aigle
traumatique. Le réle protecteur du fibrinogéne a été
confirmé dans cette étude. Le profil clinico-
biologique observé associait une génération de
thrombine normale, une discréte thrombopénie et
un phénotype hémorragique. Celui-ci infirmait
I'hypothése d’'une CIVD mais était compatible avec
celle d’'une fibrinolyse médiée par une production
accrue de protéine C activée.

The objective of this work was to develop an animal
model of acute traumatic coagulopathy to study its
pathophysiology. A first study was performed and
led to the development of a murine model of
traumatic coagulopathy. This study revealed a
hemostasis disorder that meets all the criteria of
acute traumatic coagulopathy. Then, a second
study based on this model was performed to
observe general hemostasis disorders occurring in
the context of traumaassociated hemorrhage. This
study confirmed the protective role of fibrinogen
against ATC. The clinicalbiological profile observed
in the case of ATC combining normal thrombin
generation, subtle thrombocytopenia and
hemorrhagic phenotype observed in the case of
ATC invalidated the hypothesis of DIC but was
compatible with fibrinolysis mediated by an increase
in activated protein C.



