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ARTICLE CHIFFRES ET DONNÉES INFOS ET MÉTRIQUES

COVID-19 a mis en évidence les conséquences mortelles de l'immunothrombose ; c'est-à-dire

l'interaction entre la coagulation, l'inflammation et le système immunitaire inné. Les patients atteints

d'immunothrombose ont une mort cellulaire immunitaire importante,  qui peut libérer des

procoagulants  et des cytotoxiques histones. Les histones sont de petites protéines chargées

positivement qui se trouvent généralement dans le noyau cellulaire et qui se lient à l'ADN chargé

négativement. Nous émettons l'hypothèse que les histones circulantes jouent un rôle central chez les

patients COVID-19 gravement malades. Cette étude translationnelle démontre que les niveaux

d'histones à l'admission sont significativement élevés avec la gravité croissante de l'infection au

COVID-19 (léger, médian = 2,6 g/mL [IQR = 0,7-7,6], modéré, 10,5 μg/mL [3,5-27,2], critique, 20,0 g/mL

[6,2-33,0], non-survivants, 29,6 g/mL [11,2-60,0] ; P<0,001). Histones circulantes associées à des

marqueurs de coagulopathie sévère, d'inflammation et de lésions organiques, y compris la troponine

cardiaque. Les niveaux d'histones extracellulaires à l'admission sont associés à de mauvais résultats et

prédisent indépendamment la mortalité à 28 jours des patients COVID-19 hospitalisés. Il s'agit du

premier rapport à indiquer que les histones circulantes, libérées après la mort des cellules

immunitaires, peuvent jouer un rôle pathologique central dans l'infection sévère par le SRAS-CoV-2.

COVID-19 a été la cause de plus de deux millions de décès dans le monde en février 2021,  résultant

d'une insuffisance respiratoire et multiviscérale,  avec des signes de thrombose pulmonaire à

l'autopsie.  Ces patients ont une mort cellulaire immunitaire étendue,  une forte réponse

inflammatoire en phase aiguë et une coagulopathie, ainsi que des lésions cardiaques.  La mort

cellulaire peut libérer des histones, et les histones extracellulaires sont cytotoxiques, pro-

inflammatoires  et pro-coagulantes,  conduisant à une thrombose pulmonaire. Les histones

extracellulaires déclenchent également la libération d'interleukine-6 ​​(IL-6) pour induire une réponse de

phase aiguë, y compris une élévation de la protéine C-réactive (CRP), qui, à son tour, réduit la toxicité

des histones.  Des niveaux élevés d'histones circulantes initient une voie de coagulation alternative

pendant la septicémie,  entraînent des lésions multiviscérales  et sont en corrélation avec des

résultats cliniques indésirables, y compris la mort.  Nous avons donc émis l'hypothèse que des

niveaux élevés d'histones sont présents dans les infections sévères par le SRAS-CoV-2 et agissent

comme des médiateurs majeurs de la coagulopathie et de la mortalité dans la maladie COVID-19.

Dans cette étude, des adultes Covid-19 patients (n = 113) ont été recrutés à l'hôpital Royal Liverpool

University du 30  Mars 2020-16  mai 2020. Les patients ont été sélectionnés par l'OMS ISARIC

Protocole Caractérisation clinique pour les infections émergentes graves au Royaume - Uni . Les

critères d'inclusion étaient : (1) écouvillonnage positif ou forte probabilité d'infection ou (2) ≥1 des

symptômes suivants : fièvre ≥38°C, nouvelle toux, dyspnée ou tachypnée et admission dans un

établissement de santé. Les patients ont été classés en quatre groupes : 1) Léger (symptômes

respiratoires mineurs pour exclure l'essoufflement OU découverte fortuite, où le patient a dû être

hospitalisé pour des raisons autres que COVID-19 (comme la fragilité) et était par ailleurs

asymptomatique de COVID- 19); 2) Modéré (dyspnée, c'est-à-dire patient symptomatique avec

essoufflement OU hypoxie, défini par des saturations en oxygène à l'oxymètre de pouls  93 % ou

nécessitant un supplément d'oxygène pour maintenir des saturations en oxygène ≥ 96 %) ; 3) Maladie
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critique (insuffisance respiratoire nécessitant l'administration d'une pression positive continue (CPAP)

pour maintenir des saturations en oxygène ≥ 96 % OU une ventilation invasive en milieu de soins

intensifs) ; 4) Non-survivants (patients décédés dans les 28 jours suivant l'admission à l'hôpital).

Les histones circulantes ont été quantifiées dans le plasma du patient à l'admission (comme décrit

précédemment) et les associations avec la gravité de l'infection, la coagulation, les marqueurs

inflammatoires et les lésions organiques ont été analysées. La gravité de l'infection a été déterminée

par l'état clinique le plus grave du patient tout au long de son admission à l'hôpital, selon les

définitions décrites précédemment. Les cytokines ont été mesurées à l'aide d'un réseau de billes à

base de Luminex, conformément aux instructions du fabricant (Thermo-Fisher Scientific). Les mesures

des résultats comprenaient les jours de ventilation assistée, la durée du séjour à l'hôpital et la

mortalité à 28 jours. L'approbation éthique a été fournie par le South Central - Oxford C Research

Ethics Committee en Angleterre (Réf 13/SC/0149), le Scotland A Research Ethics Committee (Réf

20/SS/0028) et le Comité d'éthique de l'OMS (RPC571 et RPC572 , 25 avril 2013). L'approbation locale a

été accordée par le North West - Haydock Research Ethics Committee (REC référence 20/NW/0332).

Le test de Kruskall-Wallis a été utilisé pour comparer des variables continues, présentées sous forme

de médiane (intervalle interquartile ; IQR) ; le test Fisher Exact/χ  pour la comparaison des variables

catégorielles, présentées sous forme de nombres (pourcentage). Les niveaux d'histones circulantes ont

été mesurés par Western Blot, en utilisant l'histone purifiée comme standard, et analysés soit en tant

que variables continues, soit classés en fonction d'un seuil de cytotoxicité préalablement déterminé

(30 g/mL). Le test Mann-Whitney U a été utilisé pour comparer les niveaux catégoriques

d'histones aux variables cliniques continues. L'analyse de corrélation a été effectuée en utilisant le rang

de Spearman. Une analyse de la courbe des caractéristiques de fonctionnement du récepteur (ROC) et

une régression multivariée (ajustée en fonction de l'âge, du sexe, de l'origine ethnique et des

comorbidités) ont évalué les niveaux d'histones à l'admission pour prédire la mortalité à 28 jours. Une

analyse de la courbe de survie de Kaplan-Meier a été réalisée pour analyser la probabilité de mortalité

au fil du temps. Des tests statistiques ont été effectués sur SPSS (IBM, version 25). Une valeur P

bilatérale < 0,05 a été considérée comme significative.

L'étude a porté sur 113 patients COVID-19 ( tableau 1  ) : âge médian 65,0 ans (IQR = 51,0-78,0 ans), 65

patients étaient de sexe masculin (57,5%), 96 d'origine ethnique blanche (85,0%). La gravité de la

maladie était associée à l'activation de la coagulation ( tableau 1  ), caractérisée par des D-dimères

élevés ( P = 0,017) et un temps de Quick prolongé ( P = 0,005), et un phénotype pro-inflammatoire

caractérisé par une CRP élevée (P < 0,001) et une IL -6 ( P = 0,002) à l'admission à l'hôpital, ainsi qu'en

cas d'hypoxie et de lésion cardiaque ( Tableau 1  ). La durée d'hospitalisation médiane était de 10 jours

(IQR, 3-20 jours) et 25 patients (22,1%) sont décédés dans les 28 jours.

Les taux d'histones circulantes à l'admission étaient significativement élevés chez les patients COVID-

19 par rapport aux témoins normaux et étaient associés à une sévérité croissante de l'infection ( figure

1A  et B ; témoins sains, médiane = 2,9 g/mL [IQR = 1,5-3,3] ; léger, 2,6 g/mL [0,7-7,6] ; Modéré, 10,5 g/mL

[3,5-27,2] ; Critique, 20,0 g/mL [6,2-33,0] ; Non-survivants, 29,6 g/mL [11,2-60,0] ; P<0,001). Les niveaux

d'histones circulantes étaient fortement corrélés aux niveaux de D-dimères (R = 0,606), indiquant

l'implication potentielle des histones extracellulaires dans la coagulopathie COVID-19. Une association

positive avec des marqueurs de lésions organiques, y compris la bilirubine (R=0,531), la créatinine

(R=0,501) et la troponine cardiaque (R=0,486), indique le rôle possible de la cytotoxicité induite par les

histones dans les lésions de plusieurs organes. De fortes associations avec le fibrinogène (R=0,632), la

CRP (R=0,735) et l'IL-6 (R=0,677) ont confirmé la réponse de phase aiguë initiée par les histones.  Une

corrélation négative avec le nombre de lymphocytes (R = -0,446) suggère que la mort des lymphocytes

et d'autres cellules immunitaires pourrait être une source majeure d'histones circulantes dans

l'infection par COVID-19.

En adoptant un seuil d'histones cytotoxiques de 30 g/mL,  patients au-dessus du seuil (n=29)

avaient des D-dimères significativement plus élevés (2267.0 ng/mL [1227,0-5235,0] vs 1128,0 ng/ml

[589.0-1844,3], P = 0,001), fibrinogène (6,6 g/L [4,6-7,6] vs 4,8 g/L [3,9-5,7], P = 0,012), IL-6 (226,2 pg/mL

[90,6-518,9] vs 71,8 pg/mL [35,2-111,4], P <0,001) et les taux de CRP (186 mg/L [108,5-247,5] contre 48,0

mg/L [10,0-107,5], P <0,001) que les patients en dessous du seuil ( Tableau 2 ). Ces patients

présentaient également une SpO2 significativement réduite par rapport à ceux ayant des histones

circulantes < 30 g/mL (saturation en oxygène 92,0 % [85,8-94,0] vs 95,0 % [93,5-97,0], P = 0,001),

nécessitaient une admission en soins intensifs ( P < 0,001), avec une durée de ventilation mécanique

plus longue (R=0,635) et une hospitalisation plus longue (R=0,654).
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Les taux d'histones circulantes étaient significativement plus élevés chez les non-survivants que chez

ceux qui ont survécu (29,6 g/mL 11,2-60,0] contre 8,6 g/ml [3,1-24,8], P = 0,002), et, par conséquent, les

patients avec des histones > 30 μg /mL étaient plus susceptibles de mourir (13/29 [44,8%] vs 12/84

[14,3%], P = 0,001). Les patients décédés étaient significativement plus âgés que ceux qui ont survécu (

tableau 2  , 76 ans [66-86] vs 59 ans [46-72] P < 0,001). Comparativement aux survivants, les non-

survivants présentaient des signes de coagulopathie de consommation avec une numération

plaquettaire inférieure ( P = 0,003), un temps de Quick prolongé ( P = 0,028), des D-dimères élevés ( P=

0,017) et des taux d'antithrombine réduits ( P = 0,048). De plus, chez les non-survivants, le nombre de

lymphocytes ( P = 0,001) et les saturations en oxygène ( P = 0,005) étaient significativement réduits, et

l'IL-6 ( P = 0,021), la CRP ( P = 0,013), la troponine ( P < 0,001) , la bilirubine ( P = 0,041) et la créatinine (

P = 0,024) étaient élevées par rapport aux survivants ( Tableau 2  ).

Une analyse univariée utilisant des histones en circulation continue a démontré que l'augmentation des

taux d'histones était associée à la mortalité (rapport de cotes = 1,031 (IC à 95 % = 1,013-1,049, P =

0,001). ,  résultats similaires ont été obtenus ( Figure 1C  , OR = 4,875 (IC à 95 % = 1,879-12,649, P=

0,001), démontrant que les patients présentant des taux élevés d'histones circulantes à l'admission

Tableau 1. *Données démographiques, mesures du sang périphérique et résultats pour les groupes de gravité

de la maladie dans l'infection au COVID-19.
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présentaient un risque de mortalité plus élevé. Une analyse multivariée ultérieure a démontré que les

histones étaient indépendamment associées à la mortalité après ajustement pour l'âge, le sexe,

l'origine ethnique et la comorbidité lorsque les taux d'histones étaient traités soit comme continus

(rapport de cotes = 1,032 ; IC à 95 % = 1,013-1,051, P = 0,001) ou variables catégorielles (rapport de cotes

= 5,404 ; IC à 95 % = 1,852-15,770, P = 0,002). L'analyse de la courbe ROC montre une aire sous la

courbe [AUC] de 0,708 (IC à 95 % = 0,589-0,827, P = 0,002). Une courbe de survie de Kaplan-Meier a

démontré une augmentation significative de la probabilité de mortalité au cours de la période de 28

jours chez les patients avec des histones ≥ 30 g/mL ( Figure 1D  , P<0,001).

Figure 1. *Des niveaux élevés d'histones circulantes lors de l'admission à l'hôpital sont associés à la gravité de

la maladie et à la mortalité dans le COVID-19. Western Blots typiques (A) et quantification (B) des niveaux

d'histones chez les témoins sains (n=12), légers (n=30), modérés (n=38), les maladies critiques (n=20) et les non-

survivants (n =25) avec une infection au COVID-19. Les taux d'histones circulantes étaient plus élevés avec

l'augmentation de la gravité de la maladie ( P < 0,001). Les niveaux d'histones étaient plus élevés chez les non-

survivants par rapport aux groupes modérés ( P = 0,023), légers ( P < 0,001) et aux témoins sains normaux ( P <

0,001). Les taux d'histones étaient plus élevés dans le groupe critique par rapport aux groupes légers ( P < 0,001)



et aux témoins sains normaux ( P<0,001). Les niveaux d'histones étaient plus élevés dans le groupe modéré par

rapport au groupe léger ( P = 0,007) et aux témoins sains normaux ( P = 0,002). (C) Analyse multivariée des

rapports de cotes bruts et ajustés (avec des patients ajustés en fonction de l'âge, du sexe, des minorités noires

et ethniques (BAME) et des comorbidités, notamment le tabagisme, l'hypertension, l'asthme/MPOC, le diabète,

les cardiopathies ischémiques et les maladies rénales chroniques). Des taux d'histones circulants 30 g/mL

étaient indépendamment associés à une mortalité à 28 jours. (D) Courbe de survie de Kaplan-Meier pour la

probabilité de mortalité au cours de la période de 28 jours. Les patients ont été stratifiés en fonction des taux

d'histones circulantes à l'admission (<30 μg/mL vs.30 g/mL). (E) Diagramme pour proposer que les histones

circulantes jouent un rôle pathologique central dans le développement du COVID-19 sévère.

Tableau 2. *Démographie, mesures du sang périphérique et résultats des patients COVID-19.



La coagulopathie est devenue une caractéristique clé du COVID-19 sévère et a été liée à une mortalité

accrue.  Il a été documenté que les histones extracellulaires, libérées après la mort cellulaire, sont

des moteurs de la coagulation en activant les plaquettes  générant de la thrombine  et en

endommageant les cellules endothéliales  pour induire une coagulopathie dans les maladies graves.

 Il s'agit du premier rapport à démontrer des niveaux élevés d'histones circulantes dans l'infection

par le SRAS-CoV-2, avec des niveaux fortement associés à la coagulopathie. Ceci suggère leur

implication dans la thrombose dans les cas graves. 

Des niveaux élevés d'histones circulantes reflètent l'étendue de la mort cellulaire, telle que la

lymphopénie ou la NETose,  qui peuvent être une source majeure d'histones circulantes dans COVID-

19. La libération d'histones après la mort cellulaire déclenche la libération d'IL-6 pour induire une

réponse en phase aiguë.  Nous avons constaté que les niveaux d'histones circulantes étaient

significativement corrélés avec l'IL-6 et les niveaux de protéines de phase aiguë, y compris le

fibrinogène et la CRP, indiquant une réponse de phase aiguë induite par les histones chez les patients

atteints de COVID-19.

Les histones extracellulaires perturbent les membranes cellulaires par liaison aux phospholipides pour

induire des effets cytotoxiques sur les cellules, y compris les cellules endothéliales  et les

cardiomyocytes.  Cette étude démontre les histones circulantes associées aux lésions cardiaques,

qui sont fréquemment observées dans les cas graves de COVID-19 et associées à de mauvais résultats.

 Par conséquent, les propriétés cytotoxiques et procoagulantes des histones circulantes peuvent être

un mécanisme moléculaire sous-jacent contribuant à la gravité de la maladie et à de mauvais résultats

( Figure 1E  ).

En conclusion, il s'agit du premier rapport à quantifier des niveaux élevés d'histones circulantes dans

les infections virales et à démontrer que les histones extracellulaires jouent un rôle central dans le

développement de l'immunothrombose et des maladies graves dans le COVID-19.
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