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1- ENSEIGNANTS-CHERCHEURS MEDECINS ET PHARMACIENS

PROFESSEURS DE I’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR :

Décembre 1984

Pr. MAAOUNI Abdelaziz

Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi
Pr. SETTAF Abdellatif

Décembre 1989

Pr. ADNAOUI Mohamed
Janvier et Novembre 1990
Pr. KHARBACH Aicha

Février Avril Juillet et Décembre 1991
Pr. AZZOUZI Abderrahim

Pr. BAYAHIA Rabéa

Pr. BELKOUCHI Abdelkader

Pr. BERRAHO Amina

Pr. BEZAD Rachid

Pr. CHERRAH Yahia

Pr. SOULAYMANI Rachida

Décembre 1992

Pr. AHALLAT Mohamed

Pr. BENSOUDA Adil

Pr. EL OUAHABI Abdessamad
Pr. FELLAT Rokaya

Pr. IDDANE Mohamed

Pr. ZOUHDI Mimoun

Mars 1994

Pr. BEN RAIS Nozha

Pr. CAOUI Malika

Pr. CHRAIBI Abdelmjid

Pr. EL AMRANI Sabah

Pr. ERROUGANI Abdelkader
Pr. ESSAKALI Malika

Pr. ETTAYEBI Fouad

Pr. IFRINE Lahssan

Pr. SENOUCI Karima
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Médecine Interne — Clinique Royale
Anesthésie -Réanimation
Pathologie Chirurgicale

Médecine Interne

Gynécologie -Obstétrique

Anesthésie Réanimation

Néphrologie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie

Gynecologie Obstétrique Méd. Chef Maternité des Orangers Rabat
Pharmacologie Doyen de la Fac. Phar. Abulcassis Rabat
Pharmacologie- Dir. Centre Anti Poison et de Pharmacovigilance

Chirurgie Générale Doyen de FMPT
Anesthésie Réanimation
Neurochirurgie

Cardiologie

Anatomie

Microbiologie

Biophysique

Biophysique

Endocrinologie et Maladies Métaboliques Doyen de la FMPA
Gynécologie Obstétrique

Chirurgie Générale — Directeur du CHIS Rabat
Immunologie

Chirurgie pédiatrique

Chirurgie Générale

Dermatologie




Mars 1994

Pr. ABBAR Mohamed*

Pr. BENTAHILA Abdelali

Pr. BERRADA Mohamed Saleh
Pr. CHERKAOQUI Lalla Ouafae
Pr. LAKHDAR Amina

Pr. MOUANE Nezha

Mars 1995

Pr. ABOUQUAL Redouane

Pr. AMRAOUI Mohamed

Pr. BAIDADA Abdelaziz

Pr. BARGACH Samir

Pr. EL MESNAOUI Abbes

Pr. ESSAKALI HOUSSYNI Leila
Pr. IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
Pr. OUAZZANI CHAHDI Bahia
Pr. SEFIANI Abdelaziz

Pr. ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

Pr. BELKACEM Rachid

Pr. EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
Pr. GAOUZI Ahmed

Pr. OUZEDDOUN Naima

Pr. ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

Pr. ALAMI Mohamed Hassan
Pr. BIROUK Nazha

Pr. FELLAT Nadia

Pr. KADDOURI Noureddine
Pr. KOUTANI Abdellatif

Pr. LAHLOU Mohamed Khalid
Pr. MAHRAOUI CHAFIQ

Pr. TOUFIQ Jallal

Pr. YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

Pr. BENOMAR ALI

Pr. BOUGTAB Abdesslam
Pr. ER-RIHANI Hassan
Pr. BENKIRANE Majid*

Janvier 2000

Pr. ABID Ahmed*

Pr. AIT OUAMAR Hassan

Pr. BENJELLOUN Dakhama Badr Sououd
Pr. BOURKADI Jamal-Eddine
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Urologie Inspecteur du SSM
Pédiatrie

Traumatologie — Orthopédie
Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale

Chirurgie Générale

Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Oto-Rhino-Laryngologie
Urologie

Ophtalmologie

Génétique

Reanimation Médicale

Chirurgie Pédiatrie

Chirurgie Générale

Pédiatrie

Néphrologie

Cardiologie Directeur HMI Mohammed V Rabat

Gynécologie-Obstétrique

Neurologie

Cardiologie

Chirurgie pédiatrique

Urologie

Chirurgie Générale

Pédiatrie

Psychiatrie Directeur Hop. Ar-razi Salé
Gynécologie Obstétrique

Neurologie Doyen de la Fac. Méd. Abulcassis Rabat

Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Hématologie

Pneumo-phtisiologie
Pédiatrie
Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie



Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
. ECHARRAB EI Mahjoub

. EL FTOUH Mustapha

. EL MOSTARCHID Brahim*

. TACHINANTE Rajae

. TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AIDI Saadia

AJANA Fatima Zohra

BENAMR Said

CHERTI Mohammed
ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
EL HASSANI Amine

EL KHADER Khalid

GHARBI Mohamed EI Hassan
MDAGHRI ALAQOUI Asmae

Décembre 2001

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BALKHI Hicham*
BENABDELJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUMDIN EIl Hassane*
CHAT Latifa

EL HIURI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL OUNANI Mohamed
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*

HRORA Abdelmalek
KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim
MEDARHRI Jalil

MOHSINE Raouf

NOUINI Yassine

SABBAH Farid

SEFIANI Yasser

TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia
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Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Anesthésie-Réanimation
Médecine Interne

Neurologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Cardiologie

Anesthésie-Réanimation

Pédiatrie

Urologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Pédiatrie

Anesthésie-Réanimation
Neurologie

Néphrologie
Gastro-Entérologie
Cardiologie

Pédiatrie

Rhumatologie
Anatomie

Radiologie

Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie

Chirurgie-Pédiatrique Directeur Hop. d’Enfants Rabat

Chirurgie Générale
Pédiatrie -
Neuro-Chirurgie

Chirurgie Générale Directeur Hopital 1bn Sina Rabat

Chirurgie Thoracique
Traumatologie orthopédie

Chirurgie Vasculaire Périphérique —Doyen de la FMPR

Chirurgie Générale

Chirurgie Générale

Urologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pédiatrie



Décembre 2002

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AMEUR Ahmed*

AMRI Rachida
AOURARH Aziz*
BAMOU Youssef*
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia
BERNOUSSI Zakiya
CHOHO Abdelkrim*
CHKIRATE Bouchra

EL ALAMI EL Fellous Sidi Zouhair
FILALI ADIB Abdelhai
HAJJI Zakia

KRIOUILE Yamina
OUIJILAL Abdelilah
RAISS Mohamed
THIMOU Amal

ZENTAR Aziz*

Janvier 2004

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABDELLAH EIl Hassan
AMRANI Mariam
BENBOUZID Mohammed Anas
BENKIRANE Ahmed*
BOULAADAS Malik
BOURAZZA Ahmed*
CHAGAR Belkacem*
CHERRADI Nadia

EL FENNI Jamal*

EL HANCHI ZAKI

EL KHORASSANI Mohamed
HACHI Hafid

KHARMAZ Mohamed
MOUGHIL Said

OUBAAZ Abdelbarre*
TARIB Abdelilah*

TIJAMI Fouad

ZARZUR Jamila

Janvier 2005

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. ABBASSI Abdellah

. AL KANDRY Sif Eddine*
. ALLALI Fadoua

. AMAZQOUZI Abdellah

. BAHIRI Rachid

. BARKAT Amina

. BENYASS Aatif*
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Urologie

Cardiologie

Gastro-Entérologie Directeur HMI Moulay Ismail-Meknés
Biochimie-Chimie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Dermatologie

Gastro-Entérologie

Anatomie Pathologique

Chirurgie Générale

Pédiatrie

Chirurgie pédiatrique

Gynécologie Obstétrique

Ophtalmologie

Pédiatrie

Oto-Rhino-Laryngologie

Chirurgie Générale

Pédiatrie VV-D chargé Aff Acad. Est.
Chirurgie Générale Directeur de I’ ERPPLM

Ophtalmologie

Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Entérologie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Neurologie

Traumatologie orthopédie_Directeur HM Avicenne-Marrakech
Anatomie Pathologique

Radiologie

Gynécologie Obstétrique

Pédiatrie

Chirurgie Générale

Traumatologie orthopédie

Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie

Pharmacie Clinique

Chirurgie Générale

Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
Chirurgie Générale

Rhumatologie

Ophtalmologie

Rhumatologie Directeur Hop. Al Ayachi Salé
Pédiatrie

Cardiologie




Pr. DOUDOUH Abderrahim* Biophysique

Pr. HESSISSEN Leila Pédiatrie

Pr. JIDAL Mohamed* Radiologie

Pr. LAAROUSSI Mohamed Chirurgie Cardio-vasculaire
Pr. LYAGOUBI Mohammed Parasitologie

Pr. ZERAIDI Najia Gynécologie Obstétrique
AVRIL 2006

Pr. ACHEMLAL Lahsen* Rhumatologie

Pr. BELMEKKI Abdelkader* Hématologie

Pr. BENCHEIKH Razika Oto-Rhino-Laryngologie
Pr. BOUHAFS Mohamed El Amine Chirurgie - Pédiatrique
Pr. BOULAHYA Abdellatif* Chirurgie Cardio — Vasculaire. Directeur Hépital 1bn Sina Marr.
Pr. CHENGUETI ANSARI Anas Gynécologie Obstétrique
Pr. DOGHMI Nawal Cardiologie

Pr. FELLAT Ibtissam Cardiologie

Pr. FAROUDY Mamoun Anesthésie Réanimation
Pr. HARMOUCHE Hicham Médecine Interne

Pr. IDRISS LAHLOU Amine* Microbiologie

Pr. JROUNDI Laila Radiologie

Pr. KARMOUNI Tariq Urologie

Pr. KILI Amina Pédiatrie

Pr. KISRA Hassan Psychiatrie

Pr. KISRA Mounir Chirurgie — Pédiatrique
Pr. LAATIRIS Abdelkader* Pharmacie Galénique

Pr. LMIMOUNI Badreddine* Parasitologie

Pr. MANSOURI Hamid* Radiothérapie

Pr. OUANASS Abderrazzak Psychiatrie

Pr. SAFI Soumaya* Endocrinologie

Pr. SOUALHI Mouna Pneumo — Phtisiologie

Pr. TELLAL Saida* Biochimie

Pr. ZAHRAOUI Rachida Pneumo — Phtisiologie
Octobre 2007

Pr. ABIDI Khalid Réanimation Médicale
Pr. ACHACHI Leila Pneumo phtisiologie

Pr. AMHAJJI Larbi* Traumatologie orthopédie
Pr. AOUFI Sarra Parasitologie

Pr. BAITE Abdelouahed* Anesthésie Réanimation
Pr. BALOUCH Lhousaine* Biochimie-Chimie

Pr. BENZIANE Hamid* Pharmacie clinique

Pr. BOUTIMZINE Nourdine Ophtalmologie

Pr. CHERKAOQUI Naoual* Pharmacie galénique

Pr. EL BEKKALI Youssef* Chirurgie cardio-vasculaire
Pr. EL ABSI Mohamed Chirurgie Générale

Pr. EL MOUSSAOUI Rachid Anesthésie Réanimation
Pr. EL OMARI Fatima Psychiatrie

Pr. GHARIB Noureddine Chirurgie plastique et réparatrice
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Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

HADADI Khalid*
ICHOU Mohamed*
ISMAILI Nadia
KEBDANI Tayeb
LOUZI Lhoussain*
MADANI Naoufel
MARC Karima
MASRAR Azlarab
OUZZIF Ez zohra*
SEFFAR Myriame
SEKHSOKH Yessine*
SIFAT Hassan*
TACHFOUTI Samira

TAJDINE Mohammed Tarig*

TANANE Mansour*
TLIGUI Houssain
TOUATI Zakia

Mars 2009

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABOUZAHIR Ali*
AGADR Aomar*

AIT ALI Abdelmounaim*
AKHADDAR Ali*
ALLALI Nazik

AMINE Bouchra
ARKHA Yassir
BELYAMANI Lahcen*
BJIJOU Younes
BOUHSAIN Sanae*
BOUI Mohammed*
BOUNAIM Ahmed*
BOUSSOUGA Mostapha*
CHTATA Hassan Toufik*
DOGHMI Kamal*

EL MALKI Hadj Omar
EL OUENNASS Mostapha*
ENNIBI Khalid*

FATHI Khalid
HASSIKOU Hasna*
KABBAJ Nawal

KABIRI Meryem
KARBOUBI Lamya
LAMSAOURI Jamal*
MARMADE Lahcen
MESKINI Toufik
MSSROURI Rahal
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Radiothérapie
Oncologie médicale
Dermatologie
Radiothérapie
Microbiologie
Reéanimation Médicale
Pneumo phtisiologie
Hématologie biologique
Biochimie-Chimie
Microbiologie
Microbiologie
Radiothérapie
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Traumatologie-orthopédie
Parasitologie
Cardiologie

Médecine interne

Pédiatrie

Chirurgie Générale

Neuro-chirurgie

Radiologie

Rhumatologie

Neuro-chirurgie Directeur Hop. des Spécialités Rabat
Anesthésie Réanimation Directeur de la Clinigue Royale
Anatomie Dir. Délégué de la Fondation Ch.Kh.lbn Zaid
Biochimie-Chimie

Dermatologie

Chirurgie Générale

Traumatologie-orthopédie

Chirurgie Vasculaire Périphérique

Hématologie clinique

Chirurgie Générale

Microbiologie

Médecine interne

Gynécologie obstétrique

Rhumatologie

Gastro-Entérologie

Pédiatrie

Pédiatrie

Chimie Thérapeutique

Chirurgie Cardio-vasculaire

Pédiatrie

Chirurgie Générale




Pr. NASSAR Ittimade
Pr. OUKERRAJ Latifa
Pr. RHORFI Ismail Abderrahmani*

Mars 2010
Pr. FILALI Karim*
Pr. CHEMSI Mohamed*

Octobre 2010

Pr. ALILOU Mustapha

Pr. AMEZIANE Taoufig*

Pr. BELAGUID Abdelaziz

Pr. CHADLI Mariama*

Pr. DAMI Abdellah*

Pr. DENDANE Mohammed Anouar
Pr. EL HAFIDI Naima

Pr. EL KHARRAS Abdennasser*
Pr. EL MAZOUZ Samir

Pr. EL SAYEGH Hachem

Pr. ERRABIH lkram

Pr. LAMALMI Najat

Pr. MOSADIK Ahlam

Pr. MOUJAHID Mountassir*

Pr. ZOUAIDIA Fouad

Décembre 2010
Pr. ZNATI Kaoutar

Mai 2012

Pr. AMRANI Abdelouahed

Pr. ABOUELALAA Khalil*

Pr. BENCHEBBA Driss*

Pr. DRISSI Mohamed*

Pr. EL ALAOUI MHAMDI Mouna
Pr. EL OUAZZANI Hanane*

Pr. ER-RAJI Mounir

Pr. JAHID Ahmed

Février 2013

Pr. AHID Samir

Pr. AIT EL CADI Mina

Pr. AMRANI HANCHI Laila

Pr. AMOR Mourad

Pr. AWAB Almahdi

Pr. BELAYACHI Jihane

Pr. BELKHADIR Zakaria Houssain
Pr. BENCHEKROUN Laila

Pr. BENKIRANE Souad
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Radiologie
Cardiologie
Pneumo-Phtisiologie

Anesthésie-Réanimation Directeur ERSSM
Médecine Aéronautique

Anesthésie Réanimation
Médecine Interne
Physiologie
Microbiologie
Biochimie- Chimie
Chirurgie pédiatrique
Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Plastique et Réparatrice
Urologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique

Anatomie Pathologique

Chirurgie pédiatrique
Anesthésie Réanimation
Traumatologie-orthopédie
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Chirurgie pédiatrique
Anatomie Pathologique

Pharmacologie Doyen de la Faculté de Pharmacie de I'UM6SS

Toxicologie
Gastro-Entérologie
Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Réanimation Médicale
Anesthésie-Réanimation
Biochimie-Chimie
Hématologie



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BENSGHIR Mustapha*
BENYAHIA Mohammed*
BOUATIA Mustapha
BOUABID Ahmed Salim*
BOUTARBOUCH Mahjouba
CHAIB Ali*

DENDANE Tarek

Anesthésie Réanimation
Néphrologie

Chimie Analytique et Bromatologie
Traumatologie orthopédie
Anatomie

Cardiologie Président de la Ligue N. de L. contre les M. CV

Réanimation Médicale

ECH-CHERIF EL KETTANI Mohamed Ali Anesthésie Réanimation

ECH-CHERIF EL KETTANI Najwa

ELFATEMI NIZARE
EL GUERROUJ Hasnae
EL HARTI Jaouad

EL JAOUDI Rachid*
EL KABABRI Maria
EL KHANNOUSSI Basma
EL KHLOUFI Samir
EL KORAICHI Alae
EN-NOUALI Hassane*
ERRGUIG Laila
FIKRI Meryem

GHFIR Imade

IMANE Zineb

IRAQI Hind

KABBAJ Hakima
KADIRI Mohamed*
LATIB Rachida
MAAMAR Mouna Fatima Zahra
MEDDAH Bouchra
MELHAOUI Adyl
MRABTI Hind
NEJJARI Rachid
OUBEJJA Houda
OUKABLI Mohamed*
RAHALI Younes
RATBI Ilham
RAHMANI Mounia
REDA Karim*
REGRAGUI Wafa
RKAIN Hanan
ROSTOM Samira
ROUAS Lamiaa
ROUIBAA Fedoua*
SALIHOUN Mouna
SAYAH Rochde
SEDDIK Hassan*
ZERHOUNI Hicham
ZINE Ali*
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Radiologie
Neuro-chirurgie
Meédecine Nucléaire
Chimie Thérapeutique
Toxicologie

Pédiatrie

Anatomie Pathologique
Anatomie

Anesthésie Réanimation
Radiologie

Physiologie

Radiologie

Médecine Nucléaire
Pédiatrie

Endocrinologie et maladies métaboliques
Microbiologie

Psychiatrie

Radiologie

Médecine Interne
Pharmacologie
Neuro-chirurgie
Oncologie Medicale
Pharmacognosie

Chirugie Pédiatrique
Anatomie Pathologique
Pharmacie Galénigue Vice-Doyen a la Pharmacie
Génétique

Neurologie
Ophtalmologie
Neurologie

Physiologie
Rhumatologie

Anatomie Pathologique
Gastro-Entérologie
Gastro-Entérologie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Gastro-Entérologie
Chirurgie pédiatrique
Traumatologie orthopédie



AVRIL 2013
Pr. EL KHATIB MOHAMED KARIM*

MAI 2013
Pr. BOUSLIMAN Yassir*

JUIN 2013
Pr. BENALI Bennaceur

MARS 2014

Pr. ACHIR Abdellah

Pr. BENCHAKROUN Mohammed*
Pr. BOUCHIKH

Pr. EL KABBAJ Driss*

Pr. EL MACHTANI IDRISSI Samira*
Pr. HARDIZI Houyam

Pr. HASSANI Amale*

Pr. HERRAK Laila

Pr. JEAIDI Anass*

Pr. KOUACH Jaouad*

Pr. RHISSASSI Mohamed Jaafar
Pr. SEKKACH Youssef*

Pr. TAZI MOUKHA Zakia

DECEMBRE 2014

Pr. ABILKASSEM Rachid*

Pr. AIT BOUGHIMA Fadila

Pr. BEKKALI Hicham*

Pr. BOUABDELLAH Mounya
Pr. DERRAJI Soufiane*

Pr. EL AYOUBI EL IDRISSI Ali
Pr. EL GHADBANE Abdedaim Hatim*
Pr. EL MARJANY Mohammed*
Pr. FEJJAL Nawfal

Pr. JAHIDI Mohamed*

Pr. LAKHAL Zouhair*

Pr. OUDGHIRI NEZHA

Pr. RAMI Mohamed

Pr. SABIR Maria

Pr. SBAI IDRISSI Karim*

AOUT 2015
Pr. MEZIANE Meryem
Pr. TAHIRI Latifa

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale

Toxicologie

Médecine du Travail

Chirurgie Thoracique

Traumatologie- Orthopédie

Mohammed Chirurgie Thoracique
Néphrologie

Biochimie-Chimie

Histologie- Embryologie-Cytogenétique
Pédiatrie

Pneumologie

Hématologie Biologique
Génécologie-Obstétrique

CHIRURGIE CARDIO-VASCULAIRE
Médecine Interne
Génécologie-Obstétrique

Pédiatrie

Médecine Légale
Anesthésie-Réanimation
Biochimie-Chimie

Pharmacie Clinique

Anatomie
Anesthésie-Réanimation
Radiothérapie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
OTO-RHINO-LARYNGOLOGIE
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I. INTRODUCTION

Le concept de coagulation remonte aux années soixante, ou il a été décrit
par Davie, Ratnoff et Macfarlane en le nommant « la cascade », décrivant ainsi
le concept fondamental de la cascade de proenzymes aboutissant a 1’activation

des enzymes en aval.

Bien que le systéeme de coagulation semble complexe, plusieurs études ont
¢été menées durant les derniéres années, afin de mieux comprendre et d’assimiler

ses différentes phases, ainsi que les interactions entre ses différents facteurs.

La coagulation est définie comme étant un systeme de reparation tissulaire
qui fait suite a une lésion vasculaire, afin d’éviter la survenue d’une hémorragie.
Elle consiste en une cascade enzymatique impliquant des protéines plasmatiques
spécifiques aboutissant par 1’intermédiaire de différentes voies d’activation a la
génération d’une enzyme-clé « la thrombine » responsable de la transformation
du fibrinogene en fibrine, qui assure ainsi la consolidation du clou plaquettaire

de ’hémostase primaire.

Bien qu'une activation presque instantanée et explosive du systéme
hémostatique soit fondamentale pour prévenir I’hémorragie, la coagulation doit
étre soigneusement régulée car une formation inadéquate de caillots peut
entrainer des complications thrombotiques, d’ou [D'intérét d’explorer les
différents facteurs régulateurs de la coagulation et comprendre leurs mécanismes

d’action.



L’objectif de ce travail est de :

e Mettre le point sur la physiologie des inhibiteurs physiologiques de la
coagulation.

o Etablir leurs applications et explorations.
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Il. RAPPELS GENERAUX

L’hémostase est un mecanisme homeéostatique essentiel de la survie qui
impligue des composants vasculaires, cellulaires et plasmatiques qui
interagissent pour arréter le saignement. Elle implique plusieurs étapes
complexes et interdépendantes qui doivent étre séparées a des fins descriptives
en:

e Hémostase primaire : premiére étape du processus, formant le thrombus
plaquettaire initial,

e Coagulation : dont le role est de consolider le thrombus blanc par
I’intermédiaire d’un réseau de fibrine,

e Fibrinolyse : qui assure la dégradation du caillot du fibrine afin

d’assurer la reperméabilisation du vaisseau.

1. L’hémostase primaire

L’hémostase primaire représente la premiére étape du processus du
contr6le hémorragique, aboutissant a I’obturation initiale de la bréche vasculaire
par le biais du clou plaquettaire ou thrombus blanc. Elle fait intervenir deux
acteurs cellulaires : la paroi vasculaire en particulier le sous endothélium et les
plaquettes, ainsi que deux acteurs plasmatiques, a savoir : le facteur de von
Willebrand (VWF) et le fibrinogéne.

Ce phénomene comporte deux temps principaux : le temps vasculaire et le

temps plaquettaire :



1.1 Temps vasculaire

Celui-ci fait suite a une breche vasculaire, et se caractérise par une
vasoconstriction réflexe transitoire et localisée, permettant d’une part de réduire
le flux sanguin et limiter par consequent les pertes sanguines et d’une autre part
une stase locale favorisant D’interaction entre les différents acteurs de

I’hémostase.

Cette vasoconstriction est d’abord induite par I’élasticité de la paroi
vasculaire, et par la stimulation sympathique des muscles lisses, puis entretenue
par des agents vasoconstricteurs telles que I’endothéline-1, la sérotonine et le

thromboxane A2 sécrétés par les cellules endothéliales et les plaguettes(1).
1.2 Temps plaquettaire
1.2.1 Adhésion plaquettaire

La rupture de la couche endothéliale expose les structures sous-
endothéliales fortement thrombogenes, notamment le collagene et VWF
constituant des ligands auxquelles les plaquettes adhérent par 1’intermédiaire
d’une glycoprotéine GPIb. Cette interaction est maintenue stable par la liaison
de la glycoprotéine VI et I’intégrine a2B1 directement au collagene, une

premiere couche monocellulaire de plaguettes se forme ainsi(2).
1.2.2 Activation et sécrétion plaquettaire

Une fois arrimees, les plaquettes s’activent et déclenchent des lors

différents processus cellulaires, dont principalement :

v Le changement morphologique avec émission de pseudopodes,



v Relargage du contenu des granules denses et alpha notamment des
multiples  substances pro-agrégantes (ADP, fibrinogéne,
sérotonine), pro-coagulantes (VWF, facteur V, fibrinogene) et en

particulier la thromboxane-A2 (TXAZ2),

v Translocation des phospholipides nécessaire pour la fixation des

facteurs de coagulation,

v L'activation de l'intégrine GPIIb/111a qui fixe le fibrinogéne (3).
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Figure 1 : Différents processus d’activation plaquettaire (3)



1.2.3 Agrégation plaquettaire

Sur la premiere couche de plaquettes initialement formée, et grace aux
principaux agonistes de 1’agrégation notamment I’ADP et les traces initiales de
thrombine se fixent d’autres plaquettes. Cette agrégation est permise par le
fibrinogéne qui établit des ponts inter plaquettaires via 1’intégrine GPIIb/IIIa,
aboutissant a la constitution d’un thrombus primitif stabilisé secondairement par

la fibrinoformation (4) .
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Figure 2 : Déroulement de I’hémostase primaire (5)



2. La coagulation

A ce stade, I’hémostase obtenue Vvia le clou plaquettaire initial est fragile et
doit étre affermie par la génération d’un réseau de fibrine pour obtenir une
hémostase permanente. Il s’agit du processus de coagulation aboutissant a la
conversion du fibrinogene circulant soluble en fibrine insoluble qui emprisonne
le thrombus blanc par le biais d’une cascade de réactions enzymatiques dont la

régulation permet de limiter 1’expansion du caillot.
2.1 Acteurs impliqués

Les facteurs de coagulation sont des protéines plasmatiques synthétisees
essentiellement par le foie, au nombre de 12, désignes chacun par un chiffre
romain selon la nomenclature internationale. Ils Circulent sous forme inactive, et

sont activés en cascade. Une fois activés ils portent le suffixe « a ».

Ils peuvent étre classés en trois groupes distincts : facteurs a activite
enzymatique, protéines dépourvues d’activité enzymatique servant de cofacteurs

et un substrat (6).

Tableau I: Facteurs et protéines de la coagulation (1).

Facteur Nom Fonction Lieu de synthése Vitamine K dépendance

Facteurs de la coagulation

| Fibrinogéne Substrat Foie

Il Prothrombine Zymogéne Foie +
v Proaccélérine Cofacteur Foie

Vil Proconvertine Iymogéne Foie +
Vil Facteur antihémophilique A Cofacteur Foie

1X Facteur antihémophilique B Zymogeéne Foie +
X Facteur Stuart Iymogéne Foie +
Xl Facteur Rosenthal ZIymogéne Foie

Xl Facteur Hageman Zymogéne Foie

X Facteur stabilisant la fibrine Iymogéne Foie

Facteur tissulaire Récepteur Vila Multicellulaire

Facteurs inhibiteurs

Antithrombine Inhibiteur Foie

Proteéine C Iymogéne Foie +
Protéine S Cofacteur Foie +
Thrombomoduline Récepteur lla Cellule endothéliale




2.1.1 Zymogenes de sérine protéases

Ils peuvent étre répartis en facteurs vitamine K dépendants (11, VII, IX, X)
et facteurs contacts (XI, XII et la prékallikréine). Ils circulent dans le plasma
sous forme de proenzymes, et possedent un domaine sérine protéase avec un site
catalytique caractéristique (triade Asp-His-Ser) au niveau de la région C
terminale dont I’activation consiste en une hydrolyse d’une ou plusieurs liaisons

peptidiques. (7)

Les facteurs I, VII, IX, et X vitamine K dépendants disposent d’une région
N-terminale riche en résidus d’acide gamma-carboxyglutamique qui subissent
une carboxylation en presence de la vitamine K, leur permettant de fixer le
calcium, ce qui leur confere la capacité de se lier aux surfaces phospholipidiques
pro-coagulantes. Tandis que les facteurs XI, XII et la prékallikréine ne sont pas
des facteurs vitamine K dépendants, dont I’activation est déclenchée par le

contact avec le sous endothélium chargé négativement (8).
2.1.2 Zymogéne d’une transglutaminase

Le facteur XIII circule dans le plasma sous forme d’un tétrameére a2b2 ;
deux sous-unités «a» qui représentent la pro-transglutaminase portant le
peptide d’activation (AP-FXIII) et le site catalytique, et deux sous-unité « b »
qui servent de transporteurs. Il s’active a la fin de la cascade de la coagulation

par clivage protéolytique de AP-FXIII par la thrombine.

Le facteur Xllla stabilise la fibrine, en créant des liaisons covalentes entre
ses différentes chaines. Cela rend le caillot plus rigide et plus compact, et donc

plus résistant a la fibrinolyse prématuree (9).
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2.1.3 Cofacteurs

Les facteurs V et VIII présentent des structures et des fonctions similaires.
Ils circulent dans le sang sous forme inactive, dépourvues de toute activité
enzymatique. Ils sont préalablement activés par la thrombine, qui clive des
liaisons peptidiques démasquant ainsi leurs sites de liaison a I’enzyme et au

substrat.

En revanche, une fois activés ils servent de cofacteurs potentialisant les

interactions enzymatiques de leur complexes respectifs ; le complexe tenase
( FVa-FXa) et la prothrombinase ( FVIlla-FIXa) (10).

De plus, le kininogene de haut poids moleculaire (KHPM) joue également
un role important en tant que cofacteur non enzymatique accélérant 1’activation

de la phase contact.
2.1.4 Facteur tissulaire

Le TF, également connu sous le nom de thromboplastine est une
glycoprotéine transmembranaire composé de trois domaines: un domaine
extracellulaire fixant le facteur Vlla, un domaine transmembranaire et une queue
cytoplasmique. Il est exprime de facon constitutive par les fibroblastes, ainsi que
par les myocytes et cellules adventitielles, formant une véritable enveloppe
hémostatique, tandis que d’autres cellules notamment les monocytes et les

cellules endothéliales ne I’expriment qu’apres leurs activations.

La rupture de la barriere endothéliale induit I’exposition du FT et la

formation du complexe TF-FVIla déclenchant ainsi la cascade de la coagulation.

Par ailleurs il représente un récepteur appartenant a la famille des

récepteurs de cytokines de classe 2 (11).
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2.1.5 Fibrinogéne

Le fibrinogene est le substrat final de la coagulation. Il s’agit d’une
glycoprotéine formée de trois paires de chaines polypeptidiques (Aa, Bp, et Y)
reliées par des ponts disulfures. Son taux plasmatique est de 2 a 4 g/l. C’est une
macromolécule soluble hydrolysée par la thrombine qui la transforme en un
réseau insoluble de fibrine. En outre il intervient également au cours de

I’hémostase primaire, permettant 1’agrégation plaquettaire (12).

ZYMOGENS
- Prekallikrein
- FXlI

X
FX
TFVII
* Prothrombin
= FXII
CONTROL PROTEINS CO-FACTORS
i i *HMWK
+ Antithrombin !
i - Tissue factor
*Heparin cofactor Il
-TFPI FVIII
i ‘FV
- Protein C .
i -Protein Z
* ag-macroglobulin :
i i -Protein S
* aq-antitrypsin .
-ZPI - Thrombomodulin

Figure 3 : Composants plasmatiques du systeme de coagulation (13)
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2.2 Le déroulement de la coagulation

2.2.1 La théorie in vitro de la coagulation

Le modéle classique de la coagulation est scindé en deux voies : La voie
extrinseque initiée par le facteur tissulaire et la voie intrinséque déclenchée par
le systéme contact, qui convergent vers ’activation séquentielle d’une série de
sérines protéases aboutissant a la formation de thrombine, 1’enzyme responsable

de la conversion du fibrinogéne soluble en caillot de fibrine insoluble.
2.2.1.2 Voie extrinséque

Une rupture de la barriére vasculaire entraine 1’exposition du facteur
tissulaire a divers composants du sang, y compris le facteur VII. 1l en résultera
alors I’activation du FVII et la formation du complexe TF-FVIla qui, une fois
formé procéde a I’activation de ces 2 substrats potentiels, notamment les
facteurs IX et X, en présence du calcium ionisé et des phospholipides (14).

2.2.1.3 Voie intrinséque

Parallelement a la voie extrinséque, le contact du facteur XII avec une
surface artificielle (le verre ou kaolin) ou électronégative, méne a son auto-
activation en FXlla qui active a son tour la prékallikréine et le facteur XI. Le
clivage du KHPM se produit également avec libération de peptide vasoactif
(Bradykinine).

Par ailleurs, La kallikréine réalise une rétroaction positive sur I’activation

du FXII.

Le facteur Xlla active alors le facteur XI. Celui-ci active le facteur IX en
présence de calcium. Le facteur IXa se lie a son cofacteur Vllla, au calcium et
aux phospholipides plaquettaires, et forme le complexe tenase aboutissant a
I’activation du facteur X (15).
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2.2.1.4 \Voie commune

Que la coagulation ait été activée par voie extrinséque ou intrinséque, le
facteur Xa est géneré. Celui-ci se lie a son cofacteur FVa, en présence du
calcium et des phospholipides membranaires formant ainsi le complexe

prothrombinase qui assure la protéolyse de la prothrombine (FII) en thrombine
(l1a).

La thrombine présente I’enzyme clé de la coagulation responsable de la
transformation du fibrinogéne par hydrolyse de ces chaines polypeptidiques en
monomeres de fibrine, qui finissent par se polymériser et former le polymeére
soluble de fibrine. Ce polymere étant instable, il sera consolidé par le facteur

X111 préalablement activé par la thrombine.

Le FXIlla crée des liaisons covalentes entre les monomeres de fibrine,
formant alors un réseau de fibrine qui emprisonne le thrombus blanc de

I’hémostase primaire, constituant ainsi le thrombus rouge.

En outre, la thrombine assure 1’activation des cofacteurs V et VIII, assurant alors

une amplification de la cascade enzymatique (16).
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Figure 4 : la conversion du fibrinogene en monomere de fibrine (13)
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Figure 5 : la cascade de la coagulation in vitro(17)
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2.2.2 Conception actuelle de la coagulation in vivo

La découverte du réle des surfaces cellulaires et des cellules porteuses de
TF conduit a la description d’un modéle de coagulation basé sur le

chevauchement de trois phases : initiation, amplification et propagation.
2.2.2.1 La phase d’initiation :

Les cellules qui expriment le TF fournissent la surface cellulaire nécessaire

au déclenchement de la phase d’initiation.

En effet, le FVII représente 1’'unique facteur existant a 1’état de traces SOus
sa forme active au niveau plasmatique, sa liaison au TF forme le complexe TF-
Vlla générant davantage de FVIla. Le TF-Vlla catalyse par la suite 1’activation
directe du FX ou via le FIX, une fois activé le FXa se lie aux quelques
molécules générées de son cofacteur FVa, le complexe de prothrombinase se
forme, qui clive ensuite la prothrombine et génere une petite quantité de

thrombine permettant le déclenchement de la phase d’amplification (18).

L TF
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&Cp /Fvia
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= Inhibited by TFPI and ATIIl

—_—
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Figure 6 : phase d’initiation de la conception actuelle de la coagulation (19)
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2.2.2.2 La phase d’amplification :

La petite quantité de thrombine générée a de multiples fonctions dont la
principale est le recrutement et 1’activation de plaquettes au site de la Iésion
servant de surface sur laquelle se déroule la phase d’amplification. De plus, la
thrombine permet 1’activation du FVIII en le clivant et le libérant du VWF, le FV

ainsi que le FXI.

FXla active plus de FIXa (dont 1’action est accélérée par le FVIlla), tandis

que le FVa amplifie I’action du Xa.

A la fin de cette phase, plusieurs facteurs activés sont concentrés sur la
surface plaquettaire, dont le FXa, le Flla, le FIXa, le FVIlla et le FVa (20)
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Figure 7 : Phase d’amplification de la conception actuelle de la coagulation (19)

17



2.2.2.3 Phase de propagation

A la surface des plaquettes se forme le complexe tenase qui active des
quantités importantes de FX. Le FXa en présence de son cofacteur FVa et du
calcium forme le complexe de prothrombinase qui permet la génération
explosive de thrombine «thrombin burst », responsable de la conversion du
fibrinogéne en monomeres de fibrine qui subissent une polymeérisation créant un

réseau de fibrine consolidant ainsi le caillot.

La thrombine produite a cette phase active également le FXIII, stabilisateur
de la fibrine(21).

FVilla
< ©Va
Thrombin
FIXa Generation
Prothrombin
A 4
FXa
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FVllla/FIXa Prothrombinase
FVa Complex:FVa/FXa
FX

Figure 8 : phase de propagation de la conception actuelle de la coagulation (19)
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2.3 La régulation de la coagulation

Une fois que la cascade de coagulation est amorcée, un processus de
régulation physiologique trées complexe est mis en ceuvre pour limiter
I'expansion locale des caillots et empécher la propagation de la fibrinoformation.
Ceci est assuré par des inhibiteurs physiologiques de la coagulation représentés
par (22):

e L’antithrombine : une glycoprotéine synthétisée par le foie

indéependamment de la vitamine K. Elle inhibe préférentiellement la
thrombine, mais inhibe également d’autres sérines protéases,

principalement FXa, FIXa et FXla,

e Protéine C et son cofacteur protéine S : Elles sont synthétisées par le

foie sous la dépendance de la vitamine K. Elles inhibent les cofacteurs Va

et Vllla, ralentissant ainsi la génération de thrombine,

e L’inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (TEPI) : inhibe 1’activité du

complexe TF-FVlla,

e Protéine Z : potentialise I’inhibition du FXa par une sérine protéase,

connue sous le nom d’inhibiteur dépendant de la PZ, ou ZPI.
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Figure 9 : inhibiteurs physiologiques de la coagulation et leurs actions

3. Fibrinolyse

Une fois qu’un caillot recouvre la bréche vasculaire, le processus de
fibrinolyse doit étre déclenché afin de limiter son extension et permettre la

repermeabilisation du vaisseau.

La fibrinolyse est donc le processus physiologique conduisant a la
dissolution du caillot de fibrine, ce systeme est établi selon la méme conception
que la coagulation comprenant un précurseur inactif «le plasminogene »
transforme par la suite en enzyme protéolytique « la plasmine » qui agit sur son

substrat « la fibrine », et régulé par un systéme d’activateurs et d’inhibiteurs.
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Le plasminogene est une glycoprotéeine produite par le foie qui circule dans
le plasma sous forme inactive. Il posséde une extrémité N-terminale comportant
5 structures en boucles portants le nom LBS (lysine binding site) qui permettent
sa liaison a la fibrine aux cotés de son activateur, aboutissant a la génération
locale de la plasmine par clivage protéolytique d’une seule chaine peptidique du
plasminogeéne « Arg561-Val562 » (23).

En effet, trois voies d’activation du plasminogene ont été décrites : (24)

e Activateur tissulaire du plasminogene (t-PA) : c¢’est une glycoprotéine

synthétisée par la cellule endothéliale en réponse a divers stimuli (la
thrombine, acidose, cytokines pro-inflammatoires, stase, exercice
intense...) et agit principalement en intravasculaire. 1l comporte une
extrémité N-terminale avec deux sites d’interaction avec la fibrine, et une
extrémité C-terminale qui porte le site catalytiqgue responsable de

I’activation du plasminogéne.

e Le systeme pro-urokinase/urokinase (u-PA) : 1’urokinase est issue du

clivage de la pro-urokinase produite essentiellement par les cellules
rénales. Ce systeme fibrinolytique agit sur le compartiment
extravasculaire. Contrairement au t-PA, 1I’u-PA ne se fixe pas directement
a la fibrine, en revanche elle se fixe aux surfaces cellulaires ayant des
récepteurs du plasminogéne et des récepteurs spécifiques de 1’urokinase
(u-PAR).

e Systéeme activateur dépendant du facteur XII : le facteur Xlla en

présence du KHPM agit sur la prékallikréine pour la convertir en
kallikréine ; cette derniére, a son tour, est capable d’activer la pro-

urokinase en urokinase.

21



Désormais, la plasmine dégrade le fibrinogéne et la fibrine en fragments de
tailles variables nommés PDF (produits de dégradation de la fibrine) portant

tous la structure D-D, d'ou le nom de D-Dimeres.

Néanmoins, une hyperfibrinolyse peut entrainer des conséquences déléteres

d’ou I’intérét de son inhibition relevant de I’action des acteurs suivants :(25)

e Inhibiteurs des activateurs du plasminogéne (PAI-1 et PAI-2) : PAI-1

est une glycoprotéine synthétisée principalement par la cellule
endothéliale, mais peut étre libérée par les granules o des plaquettes, il
agit par I’inhibition de t-PA et u-PA de maniere irréversible. Tandis que le

PAI-2 est synthetisé par le placenta au cours de la grossesse.

e Les anti-plasmines : a2-antiplasmine et L’a2-macroglobuline : qui

neutralisent la plasmine plasmatique circulante non liée a la fibrine.

e Inhibiteur de la fibrinolyse activé par la thrombine (TAFI) : ¢’est une

proenzyme plasmatique synthétisée par le foie et activee par la thrombine.

Il diminue I’affinité du plasminogene pour la fibrine.
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Figure 11 : dégradation de la fibrine par la plasmine (13)
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I1l. ASPECTS STRUCTURAUX
1. Antithrombine

L’antithrombine (AT), anciennement connue sous le nom d’antithrombine
[11, est un inhibiteur de sérine protéase appartenant a la superfamille des serpines
dont les membres présentent une tres grande similitude structurale.

C’est une glycoprotéine monocaténaire d’un poids moléculaire de 58kDa
constituée de 432 acides aminés dont six sont des cysteines qui forment trois
ponts disulfures (Cys8-Cys128 ; Cys21- Cys95 ; Cys247-Cys430) stabilisant
ainsi sa structure tridimensionnelle. Elle comporte quatre sites de N-
glycosylation en position « Asn96 ; 135 ; 155 ; 192 » auxquelles sont attachées
des chaines latérales oligosaccharidiques bi-antennées. C’est une protéine
globulaire qui se présente sous deux isoformes : a-AT représentant 90% de I’AT
circulante, et la B AT qui présente le pool mineur dépourvue de la chaine
glycane en position Asnl35 ce qui lui confere plus d’affinité pour 1’héparine
(26).

Comme toute autre serpine ayant une fonction inhibitrice, I’AT peut se
manifester sous diverses conformations tridimensionnelles dont les plus connues
sont la forme native, la forme « polymérisée » et la forme latente.

1.1 La forme native

La 1ére structure cristallographique de I’AT native a été établit par Carrell
R. et al en 1994, elle adopte I’archétype caractéristique des Serpines comportant
trois feuillets f centraux (A, B, C) organisées respectivement en 5, 6 et 4 brins et
neuf hélices a (A a 1). Une séquence de 24 résidus est organisée en une boucle
trés mobile qui présente la boucle centrale réactive ou « RCL » responsable de
sa fonction inhibitrice. La RCL s’étend du P15 au P5’ reliant le feuillet BA a 5
brins au feuillet BC a 4 brins.
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Cette boucle posséde une arginine en position 393 désignée P1 selon la
nomenclature de Schechter et Berger et qui constitue le site actif de I’AT.
L'extrémité N-terminale du résidu P1 est constituée d’acides aminés numérotés

P2 a P17, tandis que ceux a I'extrémité C-terminale sont désignés P1'a P7' (27).

(A) (B)

fCl fC2 e

Figure 12 : Structure tridimensionnelle de I’AT native.

(A) feuillet B A en magenta, feuillet B B en vert, feuillet B C en bleu.
(B) Les hélices a en jaune, RCL en rouge.

26



1.2 La forme latente

Il a été démontré que I’AT peut adopter une structure plus stable et plus
résistante aux différents agents dénaturants (chaleur et urée) dite « latente ». La
chromatographie d’affinité de 1’héparine réalisée selon la méthode décrite par
Chang et Harper et I’électrophorese sur gel de polyacrylamide natif ont montré
que cette conformation présente une affinité réduite pour 1’héparine et une
migration électrophorétique plus accélérée que la forme native. En revanche, L-
AT est dépourvue d’activité anticoagulante et posséde une activité

antiproliférative et anti-angiogenique (28).

Une étude a été menée et a décrit une methode biochimique qui induit la
conversion de 15 a 20% de I’AT native en L-AT par incubation a 60 °C pendant
10h dans du citrate de sodium 0,5M pour empécher la polymérisation. En effet
ce rendement peut étre considérablement augmenté (jusqu’a 50 a 60%) en

réduisant la concentration du citrate a 0,25M (29).

L’étude suggere que la formation de L-AT est un processus en deux
étapes : un changement conformationnel initial rapide impliguant I’incorporation
partielle du RCL dans le feuillet p A, suivie d’une rotation de 24° du brin 4 du
feuillet B C facilitant ainsi la délocalisation du brin 1 du feuillet p C permettant
I’insertion compléte et irréversible du RCL dans le feuillet A (30).

Certes, la conversion de la N-AT en forme latente est un processus qui, a
I’état physiologique, ne peut que contribuer a la sénescence et au
renouvellement de la protéine dans le plasma, cependant, des variants
thermolabiles instables ont été décrits qui se convertissent spontanément et

facilement en L-AT, entrainant un risque accru de thrombose (31).
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Figure 13 © Structures cristallographiques de I'AT (1) et de sa forme latente (11).

RCL en bleu et brin central du feuillet f A en magenta (32).

1.3 Les formes polymérisées

Dans certaines conditions légerement dénaturantes (ph acide, températures
élevées...) ou a la présence de mutations, I’AT et d’autres serpines sont
capables de se polymeériser lors du repliement protéique et d’adopter une forme
polymérogene intermédiaire, aboutissant a une conformation inactive non clivée
(33).

Deux principaux modeles de polymeérisation ont été décrits: la «
Polymeérisation boucle-feuillet B A » qui résulte d’une insertion incompléte de la
RCL d’un monomére d’AT au feuillet B A d’un autre, qui s’insére a son tour

dans un 3eme monomere. Toutefois, une étude récente de la structure
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cristallographique d’un dimére d’AT stable aprés incubation a 37°C et a pH 5.7
(34) a révéle un deuxieme modéle nommé « polymérisation des formes
polymerogénes » caracterisé par le detachement de la RCL et du brin 5 du
feuillet B A, qui s’insérent dans le feuillet B A d’une autre molécule
polymeérogéne, qui s’insére a son tour dans une autre molécule polymeérogéne
(35).

Figure 14 : A) Modeéle de polymérisation des serpines : Boucle-feuillet . B) Modéle de

polymeérisation des formes polymérogenes (36).

29



2. La proteine C

En 1976, Stenflo a décrit la protéine C (PC), une glycoprotéine plasmatique
synthétisée par le foie, vitamine K dépendante a propriétés anticoagulantes, d’un
poids moléculaire de 62kDa. La PC circule sous forme de proenzyme inactive

qui subit une glycolisation et une carboxylation (37).

La PC est synthétisée sous la forme d’un polypeptide a chaine unique de
461 AA constitué¢ d’un peptide leader, un site de reconnaissance de la y-

carboxylase vitamine K-dépendante, une chaine légere et une chaine lourde.

La PC mature sécrétée circule sous la forme d’un hétérodimere composé de
deux chaines : une chaine légére de 21 kDa faite de 155 AA, et une chaine
lourde de 41 kDa faite de 250 AA.

La chaine légére est constituée d’un domaine contenant neuf résidus d'acide
y-carboxyglutamique « Gla» (résidus 1-45) dont un segment aromatique
hélicoidal (résidus 38-45), et deux domaines semblables au facteur de croissance
épidermique (EGF), tandis que la chaine lourde comporte un peptide de liaison
(résidus 158-169) et un domaine serine-protéase semblable a la trypsine
(résidus 170-419) qui porte la triade du site catalytigue composée des résidus
D257, H211 et S360 (38).

Les deux chaines sont reliées par un seul pont disulfure et portent toutes les

deux des hydrates de carbone liés a I'azote.

Le domaine Gla confére a la PC la capacité de se lier a la membrane et au
récepteur endothélial de la PC (EPCR), et contribue a sa liaison a la protéine S
(39).
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Figure 15 : Structure tridimensionnelle de la PC (40)
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3. La protéine S

La protéine S est une glycoprotéine d’un poids moléculaire de 75 kDa

vitamine K dépendante(41).

Elle présente une structure qui comprend 635 résidus d'acides aminés
organisés en plusieurs domaines : un domaine Gla N-terminal contenant 11
résidus d'acide y-carboxyglutamique (Gla) (aux acides amines 6, 7, 14, 16, 19,
20, 25, 26, 29, 32 et 36), un peptide de liaison, une région sensible a la
thrombine (TSR), quatre domaines de type EGF et un domaine C-terminal
constitué de deux domaines de type laminine G (LamG) comprenant la

globuline liant les hormones sexuelles (SHBG) (42).

Le domaine Gla assure la liaison de la PS aux membranes
phospholipidiques chargées négativement, cette liaison nécessite eégalement des
changements de conformation du domaine Gla declenchés par la fixation du
Ca2+, ce qui entraine I'exposition de trois résidus hydrophobes essentiels pour

une liaison étroite et stable avec les phospholipides.

La region TSR est une boucle située entre le domaine Gla et I'EGF1, et doit
son nom a sa susceptibilité au clivage par la thrombine et le FXa et dont
I'élimination inhibe l'activité anticoagulante de la PS. Contrairement au domaine
Gla, la TSR n'est pas directement impliquée dans la liaison aux phospholipides.
Cependant, il a été démontré qu'elle stabilise la structure du domaine Gla et
augmente sa capacité a lier le calcium assurant ainsi la stabilité structurelle de la

protéine et les interactions entre les domaines.
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La PS est essentielle pour que la PC exerce son action anticoagulante. Elle

agit alors comme un cofacteur, et non pas comme un zymogene d'une serine
protéease.

EEE; (GG B Lol -
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glycosylation m

Figure 16 : Les différents domaines de la PS (43)

4. TFPI

Depuis la détermination de la séquence d'acides aminés du TFPI humain il

y a 14 ans, un certain nombre d'études ont été publiées sur sa structure et ses
fonctions (44).

En effet, le Tissue factor pathway inhibitor (TFPI) également connu sous le
nom d'inhibiteur de la coagulation associé aux lipoprotéines ou d'inhibiteur de la

voie extrinséque, est un inhibiteur de type Kunitz d'un poids moléculaire
d'environ 43 kDa.
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Maroney et al ont décrit deux isoformes majeures ; le TFPIa et le TFPIp,

ainsi qu’un isoforme mineure TFPIS.

Chez I'hnomme, l'isoforme prédominante est le TFPIa constituée de 276
acides amineés, dont une région N-terminale chargée négativement, trois
domaines inhibiteurs de protéase de type Kunitz disposés en tandem K1, K2 et
K3, et d'une région C-terminale chargée positivement (45).

Les domaines Kunitz sont des domaines protéiques qui sont apte a inhiber
le site actif de certaines protéases. Ils présentent une longueur de 50 a 60 acides
aminés, et permettent une inhibition enzymatique réversible de type « Slow
tight-binding inhibition » :

e Le domaine K1 (Aspl3-Arg78) fixe le FVIla au sein du complexe
quaternaire initialement formé a la suite de la fixation du FXa au
domaine K2,

e Le domaine K2 (Glul82-Lys241) fixe et réprime le site catalytique du
FXa (46)

e Le domaine K3 est dépourvue d'activité inhibitrice, en revanche, il
participe a la liaison du TFPI aux surfaces cellulaires ainsi qu’a
I’héparine par le biais des interactions électrostatiques entre les acides
aminés basiques du TFPI (Lys 213, Lys232 et Lys240) et les groupes
sulfates chargés negativement de 1’héparine (47).

L'extrémité C-terminale du TFPIa assure sa liaison a la surface endothéliale
et augmente son affinité pour les glycosaminoglycanes chargés négativement et
la thrombine. Cependant, la principale association du TFPIo avec les surfaces
cellulaires se fait par l'intermédiaire de I'ancre glycosylphosphatidylinositol
(GPI) (48).
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Tandis que le TFPIP contient 193 acides aminés, il est fortement glycosylé
et a donc le méme poids moléculaire que le TFPIa. 11 présente une homologie
structurale avec le TFPla depuis l'extrémité N-terminale jusqu'au deuxiéme
domaine de Kunitz. Cependant, il est constitué d’une séquence carboxyterminale
de 42 acides aminés remplacant le domaine K3 et la région C-terminale. En effet
il s’agit d’une séquence de signal d'ancrage au glycosylphosphatidylinositol

(GPI) qui lui permet de se lier directement a la surface cellulaire (49).
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Figure 17 : structures de I’isoforme TFPIa (A) et TFPIB (B) (50)
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5. La protéine Z

La protéine Z (PZ) est une glycoprotéine plasmatique anticoagulante
vitamine K dépendante a chaine unique, synthétisée par le foie avec un poids
moléculaire de 62kDa. Elle a été identifiée dans le plasma bovin pour la
premiere fois par Prowse et Esnouf en 1977, puis isolée dans le plasma humain
en 1984 par Broze et Miletich (51).

La PZ est composée de 360 acides aminés contenant un domaine N-
terminal riche en acide y-carboxyglutamique (Gla) nécessaire a sa secrétion,
suivi de deux domaines similaires au facteur de croissance épidermique (EGF)

et d'un domaine pseudo-catalytique en C-terminal « serine protease-like » (52).

En effet, la PZ présente une homologie structurale considerable avec de
nombreuses sérines protéases, en particulier le facteur IX et la PC. Cependant, la
PZ est dépourvue d’activité protéasique car, des trois résidus Ser-His-Asp
(serine-Histidine-acide aspartique) indispensables a la triade catalytique des
sérines protéases, seul 1I’Asp est conservé, Ser et His sont remplacés

respectivement par une lysine en position 178 et Asp en position 313 (53).
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Figure 18 . Représentation schématique de la structure de la PZ (52)
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IV. SYNTHESE ET METABOLISME

1. Antithrombine
1.1 Gene et synthese

Le géne structurel de I’AT a été attribué au chromosome 1g23-qg25, il se
compose de sept exons et s’étend sur 13480 paires de bases (pb). L’analyse de la
séguence genomique a révélé la présence de dix séquences Alu dans les introns,
représentant environ 22 % des séquences introniques, ce qui est
considérablement plus important que les 5% estimés dans I’ensemble du génome
humain (54).

L’AT est principalement synthétisée par le foie et secrétée dans le plasma a

une concentration de 150 pg/ml et une demi-vie comprise entre 2 et 3 jours.

La biosynthése de I’AT est influencée par divers facteurs : elle diminue a la
suite de I'administration d'héparine avec un raccourcissement significatif de sa
demi-vie, tandis que les anticoagulants oraux entrainent une augmentation de
son taux de circulation. L'effet des cestrogenes sur le taux circulant d'AT reste

controverse (55).

L’AT a fait 1’objet de plusieurs études par technique de marquage par
immunofluorescence et ont concluent la présence de I’AT dans les cellules
pulmonaires, rénales, hépatiques, spléniques et endothéliales. De plus, une
lignée cellulaire d’hépatomes humains (HepG2) peut synthétiser et secréter de
I’AT biologiqguement active. En effet la quantification par dosage radio-
immunologique a révelé une concentration plus importante au niveau des

poumons (56).
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Il a été suggeré que la distribution étendue de I'AT dans la micro-
vasculature des poumons et des reins, ainsi que dans les parois des gros

vaisseaux, peut contribuer au maintien de la fluidité sanguine.

Lors de sa sécrétion, I’AT se répartit entre trois pools physiologiques :
39,3 % dans le compartiment plasmatique, 49,6 % dans le compartiment

extravasculaire, et 11% lié a la surface vasculaire (57).

L'AT s’est avéré suivre deux étapes de distribution : la premiére est une
liaison rapide a la surface vasculaire du fait de sa capacité a lier I'héparane

sulfate cellulaire, puis un passage lent au niveau du pool extravasculaire.
1.2 Elimination

Il est admis actuellement que 1’élimination de I’AT est consécutive a la
formation du complexe « AT-protéase ». En effet, la clairance des formes
natives et clivées de I'AT est plus lente que celle du complexe « AT-thrombine »

qui s’effectue en 7 min environ.

Une fois formés, les complexes serpine-enzymes (SEC) sont éliminés de la
circulation par des récepteurs hépatigues communs a toutes les serines,
notamment les « Serpin-enzym complex receptor » (SEC-R) et les récepteurs de
la famille des lipoprotéines « Low density lipoprotein receptor-related protein »

(LRP) , révélant ainsi une voie commune d’élimination (58).

Il est rapporté que la vitronectine, les protéoglycanes a héparane-sulfates
(HSPG), et la cytokératine 18 ou CK18 de la famille des filaments
intermédiaires de la kératine participent également a la clairance du complexe «
AT-thrombine » (59).
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L’ensemble de ces acteurs ont intégré le modele décrit par Wells et al. : le
complexe « AT-thrombine » se lie a la vitronectine plasmatique pour former un
complexe ternaire « AT-protéase-vitronectine », ce dernier est capturé par les
HSPG a la surface des cellules hépatiques puis transferé a la CK18. Le
complexe formé permet la liaison du récepteur LRP o a la vitronectine

conduisant ainsi a I’internalisation et la dégradation du complexe(60).

Par ailleurs, les antagonistes du LRP notamment les anticorps RAP
bloquent la fixation et la dégradation de I’AT.
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Figure 19 . modéele d’élimination de I’AT (60)
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2. La proteine C
2.1 Gene et synthese

La PC est codée par le géne humain PROC localisé sur le chromosome
2(g13-g14) (61). Il s'étend sur plus de 11 kb et comprend huit introns et neuf
exons. Le géne est constitué d’une région codante (exons Il a IX) et une région
5’ non traduite englobant l'exon I (62). En outre deux polymorphismes de la
région promotrice du géne de la PC ont été identifié : 1654 C/T et 1641 A/G, qui

influencent le taux circulant de la PC (63).

La protéine C est principalement générée par le foie et circule dans le

plasma a une concentration de 3 a 5 mg/l. Sa demi-vie est de 6 a 8 heures.

Elle est également synthetisée dans les cellules de Leydig, dans I'épithélium
excréteur de I'épididyme et dans certaines cellules épithéliales de la prostate
(64).

En effet, la PC est synthétisée sous la forme d'une protéine y-carboxylée
libérée dans la circulation sous la forme d'un polypeptide monocaténaire ou
zymogene de serine protéase, qui est converti en PC active par la thrombine
(65).

En plus de la thrombine, la trypsine et le Protac, un activateur provenant du
venin de vipére Russell peuvent également activer la PC (66). Cependant, la

thrombine représente I’unique activateur physiologique de la PC.

La thrombine démasque le site actif de la APC par clivage protéolytique au
niveau de I’Argl69-Leul70 libérant ainsi 18 acides aminés du peptide
d'activation et 24 acides aminés du peptide leader. En outre, un clivage interne
au niveau de I'Arg157, suivi de I'élimination par la carboxypeptidase de deux
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acides amineés, Lys156 et Argl57, convertit le précurseur a chaine unique en une
molécule a deux chaines, une chaine légeére et une chaine lourde reliées par un
pont disulfure (67).

L'activation directe de la protéine C par la thrombine se produit, mais le
taux d'activation est faible et physiologiqguement inefficace. Un cofacteur associé
aux cellules endothéliales, appelé thrombomoduline « TM» se lie a la
thrombine avec une grande affinité formant ainsi le complexe thrombine-TM

augmente I'activation de la protéine C d'au moins 20 % a été identifié et isole.

La TM est une glycoprotéine transmembranaire d’un poids moléculaire de
65kDa constituee de 557 acides aminés, que l'on trouve principalement sur les
cellules endothéliales, mais aussi sur les trophoblastes, les cellules musculaires
lisses en culture et plusieurs autres lignées tumorales et mégacaryocytaires. Le
gene de la TM se trouve sur le chromosome 20, il ne possede pas d'introns et
s’étend sur 1,7 kb.

L'organisation structurelle de la TM est similaire a celle du récepteur des
lipoprotéines de faible densité (LDL). C’est une protéine qui se compose de cing
domaines distincts : un domaine de type lectine, une région riche en résidus de
cystéine composée de six domaines tandem de type facteur de croissance
épidermique (EGF), un domaine riche en Ser/Thr, un domaine
transmembranaire et une courte queue cytoplasmique. La thrombine se lie a la
cinquieme et a la sixieme région EGF-like de la TM, ou elle est stabilisée en se

liant a une fraction de sulfate de chondroitine (68).
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Figure 20 : structure de la thrombomoduline (69)

En outre, un nouveau récepteur a la surface des cellules endothéliales a été
identifie, qui est capable de se lier a I’APC en présence de concentrations
physiologiques de calcium et de magnésium. Ce récepteur a été désigné par le
récepteur endothélial de la PC (EPCR). L'EPCR est une glycoprotéine
transmembranaire de type 1 contenant deux domaines dans la région
extracellulaire qui sont homologues aux domaines al et a2 des molécules CD1
du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) (70).
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Figure 21 : Structure tridimensionnelle de I'EPCR lié

ala PC (le domaine Gla de la PC en vert) (71)

Pour conclure, la PC se lie a 'EPCR par l'intermédiaire de son domaine Gla
et la présente au complexe thrombine-TM initialement formé, procédant ainsi a

’activation de la PC.
2.2 Régulation de I’activation de la PC

Marlar et Griffin ont démontré 1’existence d'un inhibiteur de la protéine C
activée, Le PCI est un membre de la famille des inhibiteurs de sérines a
protéases et est egalement connu sous le nom d'inhibiteur de I'activateur du
plasminogene 3 (PAI-3). C’est une glycoprotéine a chaine unique de 387 acides
aminés synthétisée dans le foie et circule dans le sang a une concentration de 5

pg/ml et est éliminée de la circulation avec une demi-vie de 1 jour (72).
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Il présente une forte activité inhibitrice contre l'activité amidolytique et
protéolytique de I’APC en formant un complexe équimolaire avec I'enzyme. Il
n'est cependant pas spécifique et peut en outre inhiber davantage d’enzymes pro-
coagulantes telles que le facteur Xa, le facteur Xla, la kallikréine, et la
thrombine inhibant par conséquent le complexe thrombine-TM, empéchant ainsi

I'activation du systéme de la PC (73).

Le PCI contient deux séquences de liaison aux glycosaminoglycanes et il a
été démontré qu'il se lie a I'héparine qui accélére le taux maximal d'inhibition.
En fait, L'accélération de l'inhibition de la thrombine et de I'APC par le PCI
nécessite que la protéase et I'inhibiteur se lient a la méme chaine d'héparine pour

former un complexe de Michaelis (74).

De plus, l'activation de la PC par le complexe thrombine-TM est également

régulée par lI'antithrombine, un inhibiteur irréversible de la thrombine.
3. La proteine S
3.1 Gene et synthese

Le gene de la protéine S « PROS1 » est situé sur le chromosome 3p11.1-
qll.2, étendu sur 80 kb et contient 15 exons et 11 introns. De plus, un
pseudogene de la protéine S est présent sur le méme chromosome et complique

I'analyse génétique du géne de la protéine S (75).
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Figure 22 : le géne de la PS (76)

La PS est secrétée principalement par les cellules endothéliales (77), les
mégacaryocytes, les hépatocytes, les ostéoblastes, les cellules musculaires lisses
et les cellules de Leydig. Ces cellules synthétisent initialement la PS sous la
forme d'un précurseur de 676 acides aminés, qui, apres clivage du peptide signal
et propeptide se convertit en protéine S activée comprenant 635 acides amines
(78).

La PS circule a une concentration d’environ 20 a 25 pg/ml (300-350
nmol/L) avec environ 2,5% de la protéine S circulante étant stockée dans les a-

granules des plaguettes. Sa demi-vie est de 42 heures.

Comme d'autres protéines vitamine K dépendantes, la PS nécessite une
modification post-traductionnelle basée sur la carboxylation de ses résidus
d'acide glutamique (Glu) pour se convertir en une protéine biologiquement
active. Ce processus fait intervenir une y-glutamyl carboxylase et une forme
réduite de vitamine K, ce qui entraine l'addition de molécules de CO2 au y-
carbone des acides glutamiques formant des résidus d'acide carboxyglutamique

(Gla) sur le domaine Gla N-terminal (79).
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En effet, Environ 60 % de la protéine S plasmatique circule liée a la
protéine porteuse du C4b (C4BP) appartenant au systeme du complément, ainsi
que 40% circule sous forme libre. Seule la proportion libre de la protéine S est

considérée comme ayant des propriétés anticoagulantes complétes (80).
3.2 Régulation de la PS

La C4BP est un régulateur du systeme du complément et joue un rdle
important dans la régulation de la PS. En effet, la C4BP inhibe la PS par la
formation du complexe PS-C4BP biologiquement inactive mais aussi participe a

I’inhibition de la liaison de la PS libre a la APC de maniére compétitive (81).

La C4BP est une glycoprotéeine de 570 kDa qui circule dans le plasma avec
une concentration d'environ 200 pg/ml. Elle existe sous plusieurs isoformes qui
different par leur combinaison de chaines a et B. Environ 80% de la C4BP
circulante est constituée de sept chaines o identiques (70 kDa) et d'une chaine 3

(45 kDa). Le site de liaison de la protéine S est localisé dans la chaine B de la

C4BP (82).

Par ailleurs, les taux plasmatiques de la PS présentent une variabilité
interindividuelle considérable en fonction de I'age, du sexe, du statut hormonal,
du meétabolisme des lipides, du tabagisme et des facteurs genétiques. En
particulier, le taux total de protéine S augmente avec I'age (surtout chez les
femmes), tandis qu’il est plus faible chez les femmes que chez les hommes, ces
effets sont largement influencés par le statut hormonal, les femmes ménopausées
ayant des taux de proteine S faibles. Les taux de protéine S diminuent également
pendant la grossesse et durant la prise de contraceptifs oraux. De plus, des
polymorphismes communs dans le gene de la protéine S modulent ses niveaux
totaux (78).
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4. TFPI
4.1 Gene et synthese

Le gene TFPI s'étend sur environ 90 kb sur le bras long du chromosome 2
(g32) et contient dix exons et neuf introns qui codent pour trois isoformes.
Toutes les jonctions d'épissage entre les exons sont du méme type (type 1) ce
qui suggere que le gene TFPI a été assemblé au cours de I'évolution par un
processus de duplication de génes et de brassage d'exons. Le TFPIa et le TFPIB

résultent d'un épissage alternatif vers l'extrémité 3’ du pré ARNm du TFPI. (83)
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Figure 23 : Organisation intron-exon du TFPI
et structure de 'ARNmM du TFPla et du TFPIp (84)

Il est principalement exprimé par les cellules endothéliales, cependant,
d’autres cellules notamment les monocytes, les macrophages, les fibroblastes,
les meégacaryocytes, les plaquettes et les cellules synoviales, peuvent en

exprimer des taux plus faibles (85).

La plus grande partie du TFPI dans I'organisme est liée a I'endothélium
impliquant vraisemblablement des glycosaminoglycanes et des protéoglycanes,
une partie aux monocytes et environ 20 % circule dans le plasma principalement
lié aux lipoproteines de basse densité (LDL). Seuls 2 % environ du TFPI sont

libres dans le plasma (86).
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Le taux plasmatique de TFPI est compris entre 54 et 124 ng/ml (2,5 nM),

avec une demi-vie assez courte comprise entre 60 a 120 min.
4.2 Régulation du TFPI

Le TFPI est eliminé de la circulation principalement par le foie et les reins.
Le TFPI est associé a la surface des cellules principalement par I'intermédiaire
de protéoglycanes a base d'héparane sulfate (HSPG) impliquant le glypican-3, le
syndécan 4 et éventuellement d'autres macromolécules. Toutefois, ce mode de
liaison n'entraine pas I'endocytose ou la dégradation du TFPI. En effet, le TFPI
peut également se lier directement a la protéine liée au récepteur des LDL (LRP)

et cette association entraine son endocytose et sa dégradation (87).

La protéine liée au récepteur des lipoprotéines de basse densité, également
connue sous le nom de récepteur de I’a-2-macroglobuline (LRP) est une
glycoprotéine de surface de 4525 acides aminés qui fonctionne comme un
récepteur d'endocytose hépatique pour plusieurs protéines plasmatiques vy
compris le TFPI (88).

L'élimination du TFPI par la LRP impligue alors un processus en trois
étapes: I’endocytose du complexe quaternaire TFPI-FXa-FT-FVlla et
I’internalisation du complexe TFPI-FXa par des cellules endothéliales suivie de
la capture du TFPI par la LRP permettant par la suite son endocytose dans les

vesicules a clathrine avant sa dégradation proteolytique (89).

Cependant, cette degradation cellulaire du TFPI est inhibée par des
anticorps dirigés contre la LRP (RAP) (90).
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5. Protéine Z

Le géne de la protéine Z est localisé sur le chromosome 13q34 et s’étend

sur 14kb, il est composé de neuf exons dont un est alternatif (91).

Quatorze polymorphismes ont été détectés dans le gene de la PZ par HPLC
dénaturante dont trois (A-13G, G-103A et G79A) influencent le taux
plasmatique de la PZ (92).

Quatre polymorphismes ont été spécifiguement étudiés en pathologie

vasculaire :
e A-13G, localisé dans le promoteur du gene de la PZ
o G-42A, localisé dans I’intron C du gene de la PZ
e G-103A, localis¢ dans I’intron A du géne de la PZ

e G-79A, localisé dans I’intron F du géne de la PZ.

0kb 5kb 10 kb 14 kb
[T T T T[T T T T[T T 11

Exon Jlalbll Il IV V VI VIl VI
LI I | | II | I
11 | | | |

Intron ATA2B C D E F G

Figure 24 . Représentation schématique du gene de la PZ (PROZ) (93).

Les taux plasmatiques moyens de PZ varient de 1,16 a 2,71 mg/ml avec

une demi-vie de 2 jours et demi (94).
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La PZ est sécrétée principalement par les hépatocytes, cependant la PZ a
été détectée par immunomarquage au niveau des plaques d’athérosclérose, ce
qui suggere que les cellules endothéliales pourraient étre impliquées dans sa
synthese. Par ailleurs, Vasse et coll. ont demontre que les cellules du cordon
ombilical humain (HUVEC) et une lignée de cellules capillaires (HMEC),
représentant respectivement la macro et la microcirculation, produisaient de la
PZ (95).

En effet, la PZ circule dans le plasma sous forme de complexe avec le ZPI
« inhibiteur dépendant de la protéine Z » détectable par chromatographie de
filtration sur gel et par PAGE native. Cette interaction ne nécessite pas la
présence de Ca2+ ou de phospholipides. Toutefois, la PZ ne présente pas une
fonction protéolytique, seul le complexe PZ-ZPI possede cette fonction et agit

en tant que cofacteur dans 1’inhibition du facteur Xa.

Le ZPI également nommé « serpine A10 » est une glycoprotéine a chaine
unique de 72 kDa principalement synthetisée par le foie, et est constituée de 423
acides aminés et présente 25 % a 35 % d’homologie avec les membres de la
superfamille des serpines. L'alignement de la séquence d'acides aminés de ZPI
avec celles d'autres serpines prédit que son site actif est composé d’un résidu

Tyrosine et d’une Sérine respectivement en position 387 et 388 (96).

La structure de ZPI a eté déterminée par cristallographie qui a identifié la
présence de 3 feuillets B et I’exposition d’une boucle réactive. La partie C-
terminale présente une bonne similitude avec les autres serpines, tandis que la
séquence N-terminale porte un domaine trés acide ce qui la distingue des autres
serpines (97).
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La concentration plasmatique du ZPI est de I’ordre de 4,5 pg/ml, soit 62,5

nM. Sa concentration plasmatique est fortement corrélée avec celle de la PZ.

Le ZPI interagit avec la PZ par l'intermédiaire de 3 groupes de ponts
impliquant les residus D74, D238, K239 et D293 et par des interactions
hydrophobes impliquant les résidus M71 et Y240.

Le gene ZPI s'étend sur 2,44 Kb sur le chromosome 14932, et posséde une
région 5' relativement longue qui contient six codons ATG potentiels de début
de traduction. Brievement, 'ADN qui code pour ZPl comprend 1335 pb,
résultant en une protéine de 444 acides aminés, dont 21 acides aminés
constituent le peptide signal. Il existe cing sites potentiels de N-glycosylation
aux positions 15, 159, 176, 274 et 417. Recemment, il a été démontré que trois
polymorphismes du géne PZ (A-13G, G-103A et G79A) exercaient une

influence additionnelle et combinée sur les niveaux plasmatiques de la PZ (98).

P1-Tyr

Figure 25 : Structure tridimensionnelle du ZPI (97)
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Cependant, jusqu’a présent, le mécanisme d’élimination de la PZ n’est

toujours pas explique.

Tableau I1: caractéristiques des inhibiteurs de la coagulation (13).

Moléculaire Plasma moyen
Nom Fonction Masse (Daltons) Demi-vie (h) Concentration
Inhibiteur de la voie du facteur tissulaire Avec Xa, lie TF:VIIa 33000 Inconnu 60-80 ng/mL
Thrombomoduline Récepteur de surface EC pour 450 000 Ne circule pas, bien que soluble  Niveaux de thrombomoduline soluble
thrombine fes formes tronquées peuvent étre é 0 avec la maladie vasculaire
Protéine C Sérine protéase 62000 7-9 2-6mg/mL
Protéine S Cofacteur 75000 Inconnu 20-25mg/mL
Antithrombine Serpin 58 000 68 24-40 mg/dl
Héparine cofacteur II Serpin 65000 60 30-70mg/mL
Inhibiteur de protéase dépendant de I3 protéine 2 Serpin 72000 Inconnu 1.5mg/mL
Inhibiteur de la protéine C Serpin 57 000 23 2-8ma/mL
unr-Inhibiteur de protéase (um-antitrypsine) un Serpin 60 000 Inconnu 250mg/dL
+Macroglobuline Serpin 725000 60 150-400 ma/dL
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V. ACTION

1. Antithrombine
1.1 Fonction anticoagulante

1.1.1 Mécanisme d’inhibition des serines protéases

L'AT neutralise de nombreuses enzymes de la coagulation, notamment la
thrombine, la plasmine et les facteurs 1Xa, Xa, Xla, Xlla. Toutefois, seules les
réactions impliguant la thrombine et le facteur Xa semblent avoir une
importance physiologique.

L'AT interagit avec la thrombine de maniere a neutraliser les deux
molécules ; la thrombine clive le centre réactif de I'AT, qui a son tour piéege la
molécule de thrombine et forme un complexe enzyme-inhibiteur qui est
rapidement éliminé de la circulation. Il convient de noter que l'inhibition
irréversible de la thrombine par I'AT differe de celle des "inhibiteurs directs de
la thrombine", qui ciblent la thrombine de maniére réversible et ne bloquent
donc que transitoirement son activité.

Au cours d’une réaction classique « sérine-protéase/substrat », un
mécanisme d'inhibition « substrat suicide » est mis en ceuvre, dans lequel un
complexe enzyme-inhibiteur de type Michaelis est forme dans la premiére étape
suite a I’interaction entre le site du clivage du substrat (Arginine ou lysine en
P1) et le site catalytique de ’enzyme, ce complexe est ensuite converti en un
complexe intermédiaire acyl-enzyme covalent par formation d’une liaison ester
entre le résidu P1 et la sérine 195 du centre actif de ’enzyme, entrainant le
clivage de la liaison P1-P1°. Ce complexe subit par la suite une hydrolyse ou
une dé-acylation entrainant ainsi la régénération de I’enzyme et la libération du
fragment N-terminal du substrat clivé (99).
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Figure 26 : Schéma simplifié du mécanisme catalytique des sérine-protéases

Dans le cas de I’AT, le complexe acyl-enzyme se forme par une liaison
ester entre Arg-393 de la RCL et la Ser-195 catalytique de la protéase, suivi du
clivage entre P1 et P1° qui déclenche un changement de conformation de la RCL
a grande échelle qui conduit a son insertion dans le feuillet B A en tant que
quatrieme brin central, entrainant ainsi le deplacement de la protéase cible
acylée vers le pdle opposé de la serpine & environ 70 A de sa position d'origine,
ce qui empéche la dé-acylation classique, et donc la dissociation du complexe
enzyme/AT (100).
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Figure 27 : action anticoagulante de I’AT (101)

1.1.2 La potentialisation de I’activité anticoagulante de

I’antithrombine par les dérivés hépariniques

Bien que I'AT neutralise les enzymes de la coagulation de maniere lente et
progressive, son activité est accélérée en présence d’héparine. Les
glycosaminoglycanes endogénes notamment les héparanes sulfates qui tapissent
la paroi vasculaire favorisent egalement I’activation allostérique de I’AT,

permettant de potentialiser son activité anticoagulante.
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En 1973, Rosenberg et Damus ont décrit une région de I’AT constituée
d’une série d’acides aminés particuliérement basique appelée « Heparin binding
site » (HBS) et impliquée dans I’interaction a I’héparine. Cette région comprend
I’extrémité N-terminale, une partie de I’hélice A, et la totalité de I’hélice D
(102). Par la suite, les différents résidus impliqués dans la liaison a 1’héparine
ont été mis en évidence : Lys11 et Argl3 dans I’extrémité N-terminale, Arg46 et
Arg47 dans I’hélice A et Lys114, Lys125 et Argl29 au niveau de 1’Hélice D.
Ces résidus interagissent essentiellement avec les groupes sulfate et carboxyle

de I’héparine par des liaisons ioniques et des liaisons hydrogéne (103).

L’héparine ou héparanes sulfates portent une séquence de pentasaccharides
distincte et unique désignée par « DEFGH ». La liaison de cette séquence a
I'nélice D de I'AT induit un changement de conformation de la serpine qui
aboutit a la potentialisation de son activité inhibitrice contre FIXa et FXa (104).
Il est cependant intéressant de noter que contrairement a l'inhibition rapide FXa
et FIXa, I'activation conformationnelle de I'AT contribue de fagon insignifiante a
I'inhibition de la thrombine. Afin d'accélérer I'effet inhibiteur de I'AT sur la
thrombine, une héparine de haut poids moléculaire avec une longueur de chaine
suffisante est nécessaire pour relier a la fois la thrombine et I'AT dans un

complexe ternaire (105).

L’effet potentialisateur sur ’activité inhibitrice de I’AT dépend de deux
processus, ’activation allostérique de I’AT par I’intermédiaire de la séquence
pentasaccharidique de I’héparine qui est trés importante pour 1’inhibition des
FXa et FIXa, et I’effet matriciel des longues chaines de 1’héparine sur

I’inhibition de la thrombine.
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Figure 28 . Représentation des résidus du domaine

d’interaction a I’héparine de I’AT (HBS).

1.1.2.1 L’activation allostérique de I’AT par le pentasaccharide

Tout d’abord, I’extrémité N-terminale de 1’hélice A subit une réorientation,
suivie d’un allongement de I'hélice D et la formation d’une nouvelle hélice aP
au niveau de I’extrémité N-terminale de I’hélice D, enfin il se produit une

expulsion des résidus P14 et P15 de I'extrémité N-terminale de la RCL pre-

insérés dans le feuillet B A I'exposant ainsi a I'enzyme cible (106).

En plus de la boucle réactive, une deuxieme surface sur laquelle AT
interagit avec les protéases a éte identifiee plus récemment, il s’agit d'un exosite

cryptique, situé sur le brin 3 du feuillet B C, qui interagit spécifiquement avec un

exosite complémentaire (boucle d'autolyse) sur FXa et FIXa (107).
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1.1.2.2 L’effet matriciel de I’héparine dans la potentialisation de
I’activité inhibitrice de PAT
L’activation allostérique de I’AT par le pentasaccharide est insuffisante
pour une inhibition idéale de la thrombine. En fait, Un mécanisme de type
matriciel permet d’accélérer cette inhibition de plus de 1000 fois grace a une
seule chaine héparinigue constituée d’au moins 18 unités saccharidiques. Ces 18
unités saccharidiques sont assez longues pour se lier a la fois a la thrombine et a
I'AT, permettant de rapprocher I’enzyme et I’inhibiteur avec alignement de la

RCL dans une orientation avantageuse dans le sillon catalytique de la thrombine.

La liaison de I’AT a I’héparine implique le pentasaccharide et I’HBS de
I’AT. La thrombine se lie a une partie différente de 1’héparine via son « exosite
I1 » qui est riche en résidus basiques (R93 ; R101 ; R233 ; K236 ; K240) (105).

Protéase Actif
site de liaison site de protéase
Héparine Héparine
site de liaison site de liaison

Héparine avec
=17 unités de saccharide ¢

“ Thrombine Thrombine-antithrombine
(TAT) complexe

Figure 29 : illustration de L’effet matriciel de I’héparine (13)
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1.2 Autres fonctions de PAT
1.2.1 Fonction anti-inflammatoire

Au-dela du controle de la coagulation, I’AT présente des propriétés anti-
inflammatoires grace a une interaction avec les cellules réduisant la synthese et
la libération de médiateurs pro-inflammatoires, modulant ainsi I'activation des

cellules et leur interaction avec la paroi des vaisseaux.

En effet, I'AT induit la libération de prostacycline par les cellules
endotheéliales, ce qui inhibe I'agrégation et I'activation des plaquettes, empéche
I'adhésion des neutrophiles a la paroi des vaisseaux sanguins en se liant aux
différents recepteurs notamment le syndécan-4, et réduit la production de

diverses cytokines et chimiokines par les cellules endothéliales (108).

Certaines propriétés anti-inflammatoires de I'AT sont médiées par ses
actions anticoagulantes, telles que l'inhibition de la thrombine. La thrombine
active les plaquettes et les cellules endothéliales, qui contribuent a leur tour a
I'inflammation locale ; les plaquettes activées sécretent des cytokines qui

stimulent l'activité des leucocytes.

En plus de bloguer les voies inflammatoires induites par la thrombine, I'AT
inhibe d'autres enzymes de coagulation pro-inflammatoires. Par exemple, I'AT
empéche la production induite par le facteur Xa d'interleukine IL-6, d'IL-8, de
E-sélectine et d'autres molécules impliquées dans le recrutement et I'adhésion
des monocytes aux cellules endothéliales. L'AT peut également interférer dans
la formation du complexe TF et facteur Vlla. Comme le facteur Xa, le complexe
TF/VIla favorise la synthese de cytokines et de chimiokines inflammatoires
(101).
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Et outre, il a éte démontré que I'AT prévient lI'apoptose et les lésions
tissulaires ischémiques et présente des effets cardioprotecteurs par le biais d'une
signalisation cellulaire (via la régulation a la hausse de la prostacycline et la
régulation a la baisse du TNF-a et de I'IL-6).

L'activité de signalisation de I'AT est médiée par son interaction

dépendante de I'nélice D avec les HSPG vasculaires.

(Ensotrorm Joe oo
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Endothelial CAMs .@ -
\ (P-selectin, E-selectin) Platelet Activation

v
// ‘\ and Aggregation

| .
| Chemoattractants
{ (IL-6, IL-8)

Leukocyte CAMs
(syndecan-4)

Figure 30 : illustration des fonctions anti-inflammatoires de I’AT (101)
1.2.2 Fonction anti-angiogénique

Il a été déemontré que I'AT clivée posséde de puissantes propriétés anti-
angiogéniques et antitumorales. 1l y a plusieurs annees, Pahl a montré que I'AT
peut bloquer les actions mitogénes de la thrombine. Il a rapporté que la
thrombine stimulait la synthese de I'ADN et la croissance cellulaire dans des
cellules mésangiales humaines en culture, et que ces effets étaient bloqués par
I'AT.
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Comme pour les autres inhibiteurs endogénes de l'angiogenese, le
mécanisme d'action anti-angiogénique précis de I'AT n'a pas été defini, mais
plusieurs études suggerent aujourd’hui qu'elle pourrait cibler la cellule
endothéliale a plusieurs niveaux, ce qui entrainerait un blocage profond de la

cascade angiogénique (109).
2. La protéine C
2.1 Fonction anticoagulante

La protéine C activée permet la régulation négative de la voie de la
coagulation en inhibant la génération de thrombine par clivage protéolytique
sélectif des facteurs pro-coagulants FVa et FVIlla qui servent de cofacteurs
proteiques dans les complexes enzymatiques de la prothrombinase et tenase
intrinseque. Ces réactions nécessitent la présence d’une surface chargée
négativement (phospholipides ou plaquettes) et du calcium. Il a été démontré
que I'APC clive deux liaisons peptidiques du FVa Arg 306 et Arg 506 dans un
ordre cinétique séquentiel. L'Arg506 étant le site de clivage cinétiqguement
privilégié, la plupart des molécules de facteur Va sont initialement clivées a

I'Arg50, suivi d'une inactivation compléte par clivage en Arg306. (110)

En effet, I'activité anticoagulante de la protéine C activée initialement liée a

son récepteur EPCR est potentialisée par son cofacteur, la protéine S.

En plus dinhiber la fibrinoformation, I'APC permet également de
promouvoir la fibrinolyse par I’inactivation du PAI-1, favorisant ainsi la

génération de la plasmine.
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Figure 31 : illustration du mécanisme d’action de la PC (111)
2.2 Fonctions cyto-protectrices et anti-inflammatoire

Les composants de la voie de la protéine C ont des effets biologiques autres

que ceux strictement qualifiés d'anticoagulants.

L'APC est bien connu pour sa capacité a proteger la barriere endothéliale,
qui est médiée par l'activation du PAR-1 dépendante de I'EPCR. En effet le
PAR-1 est activé par I’APC par clivage proteolytique au niveau des Arg4l ou

Arg46 de I’extrémité N-terminale.

Le PAR-1 activé déclenche différentes voies de signalisation et peut
stimuler l'interaction avec d'autres récepteurs, tels que le récepteur au
sphingosine-1- phosphate S1P1 qui active la mitogen-activated protein kinase
(MAPK) et la phosphoinositide 3-kinase (PI3K), PAR2 et un récepteur
transmembranaire de la tyrosine kinase (Tie2), ce qui améliore la stabilité du

cytosquelette intracellulaire (112).
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Il est intéressant de noter que la signalisation déclenchée par le PAR-1 peut
avoir des effets biologiques opposeés sur la barriére endothéliale selon que PAR-
1 est activee par la thrombine ou I'APC. Cela peut étre di a: des niveaux
differents de production du S1P1, l'activation de molécules de signalisation
protectrices par I'APC et a l'activation de molécules déstabilisantes par la

thrombine.

De plus, APC exerce un effet anti-inflammatoire en interférant avec
I'induction de cytokines pro-inflammatoires, telles que I’lL-6, IL-8, IL-1b et
TNF-a. En fait, I'APC inhibe la production de TNF-a en bloquant la
translocation nucléaire du facteur nucléaire kappa (NFkB). D’autre part, I’APC
permet aussi d’inhiber la synthése des molécules d’adhésion telles que VCAM-
1, ICAM-1 et la sélectine E (113).

L’APC peut également inhiber 1’adhésion et la migration des neutrophiles
suite a sa liaison directe aux intégrines B1 et B2 via une séquence RGD (Arg-
Gly-Asp), et de neutraliser les complexes histone-ADN libérés en réponse a une
inflammation et/ou une infection, limitant par conséquent I'effet cytotoxique au

niveau du site inflammatoire (114).
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Figure 32 : illustration des fonctions cyto-protectrices et anti-inflammatoire (111)

2.3 Fonction anti-apoptotique

La protéine C activée exerce des effets anti-apoptotiques par I'intermédiaire
de voies de signalisation intrinseques impliquant la protéine suppresseur de
tumeur p53 et les protéines de la famille Bcl-2, ainsi que par des voies de
signalisation extrinséques médiées par des caspases initiatrices activées, telle

que la caspase-8.

Il a été démontré que I'APC régule les phénomeénes apoptotiques en
diminuant la dégradation de I'ADN et l'activation de la caspase-3 et en bloguant
la translocation de la phosphatidylsérine vers la membrane cellulaire externe
(113).
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Figure 33 : une vue d’ensemble des différentes fonctions de la PC (115)
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3. La protéine S

La PS est un régulateur négatif clé de la coagulation sanguine, et joue un
réle important dans les voies d'activation du complément. Actuellement, on
s'accorde a dire que la PS inhibe la coagulation soit indépendamment, soit en

renforcant la fonction anticoagulante de I'APC.
3.1 Fonction Co-enzymatique de la protéine S
3.1.1Cofacteur de la protéine C activée

La PS agit comme un cofacteur de I'APC en renforgant I'inactivation des

cofacteurs de coagulation activés Va et Vllla.

La protéine S stimule le clivage du FVa catalysé par I'APC au niveau de
1’ Arg306 et contrecarre également la protection du clivage de Arg506 dépendant

du facteur Xa.

D’autre part, la PS stimule également I'inactivation du facteur VVIlla médiée
par I'APC. Dans des systemes purifiés ne contenant pas de FIXa, il a été
démontré que la PS stimule le clivage du facteur VIlla au niveau de I'Arg336 et
I'Arg562, augmentant ainsi le taux global de son inactivation d'au moins trois
fois. En revanche, en présence du FIXa, la protéine S n'est qu'un faible
stimulateur de l'inactivation du FVIlla, a moins que le facteur V ne soit
également présent. Sur la base de ces observations, il a été proposé que la
protéine S et le FV agissent comme des cofacteurs synergiques dans
I'inactivation du facteur VIlla médiée par I'APC, mais le mécanisme moléculaire

sous-jacent reste insaisissable (116).
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Les résidus Asp95 du domaine EGF1 et E36 du domaine Gla de la PS sont
cruciaux pour l'activité de cofacteur APC de la protéine S. En effet, ’interaction
des domaines Gla et EGF1 de la PS avec I’APC augmente son affinité aux
membranes phospholipidiques. De plus, il a été suggéré que la PS déplace le site

actif de I'APC plus prés de la surface des phospholipides (117).

Il est généralement admis que seule la PS libre est biologiquement active et
que sa liaison avec C4BP inhibe son activité de cofacteur APC. Cependant, une
étude récente a conclu que le complexe PS-C4BP exprime l'activité de cofacteur
APC et stimule la protéolyse catalysée par I'APC au niveau de R306 plus de 10
fois, mais inhibe au contraire la protéolyse au niveau de R506 par 'APC de 3 a 4
fois (118).

Tableau I11: I’influence du complexe PS-C4BP sur le clivage du FVa

n ksos, moliseconde Stimulation des plis kaos, mol1seconde Stimulation des plis

Facteur normal Va
APC 3 8,03 1,50 107 = 3,77 1,27 108 =
APC plus protéine § 4 6,56 0,44 107 0,82 6,76 0,25 107 18
APC plus protéine S-C4BP 4 2,310,89 107 0,29 4,250,58 107 "

3.1.2 Cofacteur de I'inhibiteur de la voie du facteur tissulaire

La protéine S, en plus d'étre un cofacteur de I’APC, est un cofacteur du

TFPI et agit en stimulant I'inhibition du FXa.

La base moléculaire des interactions entre la PS et le TFPI est inconnue.
Cependant, une étude a démontré que le TFPI 1-161, une variante tronquée du
TFPI dépourvue de Kuntiz-3 et de I'extrémité C-terminale, n’était pas stimulée
par la protéine S. Par conséquent, il a éte suggéré que Kunitz-3, en particulier les
résidus Glu226 et Arg199, renforcait I'interaction entre le TFPI et le FXa dans la
phase d'initiation de la coagulation, tandis que I'extrémité C-terminale du TFPI

augmentait son affinité pour la surface des phospholipides (119).
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L'activité de cofacteur TFPI de la protéine S est mieux illustrée par des
tests de génération de thrombine dans le plasma. A de faibles concentrations de
TF, l'ajout d'anticorps anti-protéine S a entrainé une augmentation de la
géneration de thrombine en raison de l'inhibition de la protéine S et, par
conséquent, une diminution de l'activité anticoagulante du TFPI. Cet effet n'a
pas été observé a des concentrations plus élevées de TF, puisque le taux accru
d'activation du Facteur X par le complexe TF-FVIla permet a une quantité
suffisante de Facteur Xa d'échapper a la lente inhibition par le TFPI. L’activité
TFPI-cofacteur de la protéine S est donc particulierement importante a de faibles

concentrations de TF (environ 1 pM) (80).

Par ailleurs, le mécanisme a l'origine de cette fonction de cofacteur n'a pas

encore été entierement défini.

Figure 34 : illustration du mécanisme de la formation du complexe PS-TFPI-FXa (120)
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3.2 L’inhibition directe des facteurs de coagulation

Des données récentes suggerent que la PS peut interagir directement avec
certains facteurs pro-coagulants et leurs cofacteurs, inhibant ainsi la génération
de thrombine et la formation de caillots.

Plautz et al ont démontré que la PS inhibe d’une fagon directe et
indépendante le complexe de prothrombinase, d’une part en se fixant a la chaine
lourde du FVa, et d’autre part en inhibant directement le FXa.

En outre, il convient de noter que la PS peut se lier directement au FIXa en
s’associant aux résidus K132, K126 et R170 dans I'exosite de liaison a I'néparine
du FIXa, entrainant son inhibition, inhibant ainsi le FXa.

Par conséquent, I’inhibition du FIXa et du cofacteur FVa contribue a
I’inhibition des complexes tenase et prothrombinase respectivement, regulant
ainsi la thrombino-formation (78).

3.3 Autres fonctions

Les récepteurs Tyro-3, Axl et Mer sont des tyrosines kinases regroupées en
une famille sur la base de leurs similitudes structurelles. Ces récepteurs
comprennent des domaines N-terminaux de type immunoglobuline (IG) suivis
de domaines de type fibronectine et d'un domaine o hélicoidal. Ils contiennent
également un domaine extracellulaire qui lie des ligands tels que la PS et la
proteine GAS-6 (growth arrest-specific 6).

Les récepteurs TAM sont exprimés par une grande variété de cellules, y
compris les cellules des systemes immunitaire, nerveux, reproductif et
vasculaire. Ces récepteurs permettent la transduction de divers signaux
impliqués dans des processus tels que la régulation de [l'inflammation, la
vasculogénese et I'angiogenese.
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En fait, le domaine Gla de la PS se lie a la phosphatidylsérine présente dans
les membranes des cellules apoptotiques et, simultanément, le domaine SHBG
de la PS forme un pont avec un TAM sur les macrophages favorisant ainsi la

phagocytose des corps apoptotiques.

La signalisation PS-TAM inhibe I'inflammation via l'inhibition de plusieurs
composants des cascades de transduction du signal induites par les Toll-like
receptors (TLR), y compris la protéine kinase activée par les mitogénes p38
(MAPK), signal extracellulaire régulé kinase-1 (ERK1) /ERK2, le facteur
nucléaire kB (NFkB), et le facteur 3 associé au récepteur du TNF (TRAF3).

En outre, la PS inhibe significativement I'expression des cytokines pro-

inflammatoires, y compris TNF-a, IL-6 et IL-1b (76).
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Figure 35 : (A) structure de la PS et Gas6 (B) différents domaines
du TAMR (C) Interaction entre PS et TAMR (76)
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Tableau IV: synthese des fonctions de la PS (42)

Fonctions anticoagulantes
Cofacteur de la PCa dans la régulation du FVa dans la complexe prothrombinase

Cofacteur de la PCa dans la régulation du FVllla dans la complexe de propagation
Inhibition directe et indépendante du complexe prothrombinase
Inhibition directe et indépendante du complexe de propagation

Cofacteur du TFPI

Fonctions non anticoagulantes

Donne la propriété a la C4bBP d’interagir avec les phospholipides membranaire chargés négativement, permet
la localisation des zones nécessitant une régulation par le complément

Se lie au aux cellules apoptotiques
Liaison et activation des récepteurs TAM

Stimule la phagocytose des cellules apoptotiques via I'activation des récepteurs TAM

4. TFPI

Le TFPI régule la coagulation par l'inhibition du complexe tenase via
I'inhibition du FXa et du FVIla, processus qui se déroule en deux étapes, et dont

il a été précédemment demontré qu'il était renforce par la protéine S.
4.1 L’inhibition du FXa

Le TFPI est un inhibiteur assez puissant du FXa par le biais d'un
mécanisme de liaison lent dit « Slow tight-binding inhibitor ». L’inhibition du

facteur Xa par le TFPI se déroule en deux étapes :

e Une fixation rapide du domaine Kunitz-2 du TFPI au facteur Xa sans
neutralisation de son domaine catalytique. Cette étape aboutit a la

formation d’un complexe TFPI-FXa « lache ».
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e Ensuite, le complexe initial TFPI-FXa s’isomérise lentement en un

complexe « resserré » ou I’activité du FXa est neutralisée.

Ce processus ne nécessite pas la présence d'ions calcium. En revanche, en
présence de phospholipides membranaires, les ions calcium stimulent
I’inhibition du facteur Xa par le TFPI via la fixation du domaine Gla du FXa aux
phospholipides facilitant ainsi I’interaction du FXa avec le TFPI dont I’extrémité

C-terminale chargée positivement est fixee aux phospholipides (121).
4.2 L’inhibition du TF-FVlla

L'inhibition du complexe FVIa/TF nécessite la fixation du domaine
Kunitz-1 Lys 36 du TFPI au site actif du FVIla. En effet, la régulation négative
efficace du FVIla par le TFPI nécessite la présence de facteur tissulaire (TF) et
de FXa qui, ensemble, forment rapidement et efficacement un complexe
quaternaire FXa-TFPI-TF-FVIla aboutissant a I’inhibition de I’activation du FIX
et FX par le FVIla. Ceci implique une interaction optimale entre le FXa et le
complexe TF- FVlla, assurée par le domaine Gla du FXa et les acides amines
Lys 165 et Lys 166 du TF (122).

Ce processus requiert la présence du calcium pour assurer la fixation des

domaines Gla des FXa et FV1la aux phospholipides.

Bien que I’inhibition du complexe tenase extrinseque soit souvent
représentée en deux étapes impliquant en un premier temps la formation du
complexe FXa-TFPI, puis sa fixation au complexe TF-FVlla, les données
cinétiques décrivent plutdt une fixation directe du TFPI sur le complexe ternaire
TF- FVlla - FXa, formé lors de I’activation du FXa avant qu’il ne se détache de

la membrane.
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Figure 36 : Inhibition du complexe facteur tissulaire-facteur

Vlla par le complexe TFPI - facteur Xa (123)

5. Protéine Z
5.1 Inhibition du FXa par le ZPI-PZ

Le complexe PZ-ZPI exerce son effet anticoagulant par l'inactivation du
FXa lié aux phospholipides. En effet, la PZ accélére de 1000 fois I'inhibition du
FXa médiée par le ZPlI.

Le ZPI inhibe le FXa en suivant le mécanisme « substrat suicide »
précédemment décrit ; une liaison covalente des résidus P1-P1’ (Y387-S388)
aboutit a la formation du complexe acyl-enzyme qui induit le clivage de P1-P1’

ainsi qu’un changement conformationnel qui comprend un alignement du site
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inhibiteur de la ZPI avec le site actif de la FXa. Par ailleurs, la dé-acylation du
complexe formé aboutit a libération d’un peptide N-terminal de 4,2 kDa dont la
séquence d'acides aminés (SMPPVIKVDRPF) correspond a la séquence faisant

suite au résidu P1.

Il a aussi été démontré que 1’héparine active le ZPI et potentialise
I’inhibition du FXa par le ZPI. Cette interaction requiert au moins 18 unités
saccharidiques, et implique les hélices C et D du ZPI. Ainsi, le ZPl permet
d’inhiber le FXa lié a la surface des phospholipides grace a la fixation du
complexe PZ-ZPl sur les phospholipides, mais peut aussi se lier aux
glycosaminoglycannes exprimés a la surface des cellules endothéliales et inhiber

le FXa qui serait échappé dans la circulation (124).
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Figure 37 : illustration du mécanisme d’inhibition du FXa par le PZ-ZPI (98).

5.2 Inhibition du FXla par le ZPI1-PZ

D’autre part, le ZPl permet également d’inhiber le FXla, mais cette
inhibition ne necessite pas la présence des cofacteurs, notamment la PZ, calcium
et phospholipides. En revanche, Il a été démontré qu’en présence de la PZ,
I’inhibition de FXla par ZPI est atténuée, vraisemblablement en raison d’une
modification allostérique du ZPI. Pareil a I’inhibition du FXa, le complexe
FXla-ZPI est instable, et un clivage du ZPI est observé faisant passer sa masse
moléculaire de 72 a 68 kDa (96).
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EXPLORATION
ET APPLICATION : BILAN DE
LA THROMBOPHILIE
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VI. EXPLORATION ET APPLICATION: BILAN DE LA
THROMBOPHILIE

L'exploration de la coagulation plasmatique s'inscrit dans le cadre du bilan

de la thrombophilie, destiné a évaluer le potentiel thrombotique biologique.

En effet, [D’exploration permet le diagnostic des anomalies
constitutionnelles ou acquises exposant au risque de thrombose, la surveillance
d'un traitement antithrombotique et d’assurer une meilleure prévention en cas de

situations a risque.

Elle s'appuie essentiellement sur des tests plasmatiques explorant les phases
initiales de la coagulation et sur des tests analytiques permettant 1’analyse
qualitative et quantitative des différents acteurs mis en jeu au cours de la

coagulation.
1. Indications du bilan de thrombophilie

Il convient de sélectionner les patients susceptibles d’étre explorés, car le
bilan de thrombophilie n’est pas recommandé chez la population générale en

dehors de certaines situations particuliéres :

 Sujet ayant présenté un premier épisode de thrombose veineuse d’une
facon spontanée, sans aucun facteur déclenchant et a un age précoce

(avant 45 ans).

« La thrombose dite insolite : survenant au niveau de sites inhabituels
(mésentérique, cérébrale, membre supérieur, portale, splanchnique,

rénale...).

 Reécidive spontanée ou provoquée de la thrombose.
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Antécédent de nécrose cutanée sous AVK.

« Complications obstétricales inexpliquées : Au moins deux avortements

précoces inexpliqués, éclampsie, mort feetal in utero inexpliquée.

Antécédents familiaux de thrombose veineuse.

Thromboses artérielles sans facteurs de risque cardiovasculaires.

Actuellement il n’existe pas de consensus sur 1’intérét d’une exploration

initiale chez les sujets n’ayant jamais développé une thrombose.

Le probleme se pose essentiellement devant la prescription de
contraception orale chez les femmes en age de procréer ayant des antécédents

familiaux thrombotiques, ou celles qui souhaitent envisager une grossesse.

L’exploration de I’hémostase dans ces situations est certainement justifiée,
car elle permet d’orienter le choix du contraceptif vers un produit progestatif
dépourvu d’cestrogenes en cas de découverte d’une anomalie, et d’assurer une

surveillance en cas de grossesse.

Ces explorations doivent étre realisées en prenant en considération les
recommandations des sociétés savantes, y compris les individus a explorer, les

aspects temporels et les aspects techniques pré-analytiques et analytiques.
2. Prélevement

Le préléevement doit étre effectué par ponction veineuse par une aiguille
dont le diametre est préférentiellement de 1 a 0,7 mm « 19 a 22 G », tout en
évitant une stase veineuse par garrot trop serré ou prolonge, il se fait sur citrate
trisodique a une concentration recommandée de 0,109 mole qui chélate le

calcium empéchant ainsi une coagulation immédiate, et un pH compris entre 7,1
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et 7,35. Un remplissage des tubes de plus de 90 % doit étre obtenu. De plus, le
test devra étre réalisé dans un délai ne dépassant pas les quatre heures suivant le

prélévement, conserve a une température ambiante.

En cas de prélevements multiples, 1’ordre des tubes est fondamental :
Hémoculture, tube sec, tube citraté puis EDTA. En effet il ne faut jamais

prélever apres un tube hépariné.

Toutefois, le bilan doit étre réalisé au moins trois mois apres tout épisode
thrombotique, au moins un mois apres un éventuel traitement par AVK, qui doit
étre remplacer par une héparinothérapie prophylactique suivant un protocole de
type risque éleve, le bilan est ensuite réalise au terme de la fenétre
thérapeutique. Les AVK peuvent étre repris instantanément apres le
prélevement, 1’héparinothérapie étant maintenue jusqu’a ce que I’INR soit entre
2 et 4 de nouveau. En outre, le bilan se fait a distance des infections,
d’inflammation et d’une éventuelle grossesse. Toutes ces situations étant
susceptibles d’engendrer des perturbations transitoires et acquises pouvant étre

confondues avec des deficits congénitaux.
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Tableau V:: Recommandations genérales pour les prélévements destinés aux tests

d’hémostase.
Recommandé Acceptable Non conforme
Tube Verre silicong Plastique sous réserve Verre mal siliconé
Tubes sous vide de 4,5 ml Tubes de plus faible valume
Anticoagulant Citrate tri sodique Citrate tri sodigue Tous les autres
0,109 mole 4 0,129 mole
ou CTAD
pH du plasma anti coagulé 7,14 7,35 *T350u=<T1
Remplissage 100 % 90% <90 %
Hématocrite 0,3a0551 Correction si
Hte < 0,3 ou = 0,55 IVl
Taille de l'aiguille 0,741 mm < 0,7 chez l'adulte

(19 & 22 gouge)

=1 mm

Prélévement sur cathéter Eviter Aprés rejet de 5 & 10 ml Utilisation des § premiers
ml

Garrot < 1 minute = 1minute

Place du tube 27 tube 1% tube Aprés prélévement sur
tube héparine

Température de fransport Température <4 T

ambiante =30'C
Délai avant le test < 2 heures 4 heures si centrifugé = 4 heures

Cenfrifugation Double: 2 x 2000 g, 15min  Simple: 2000 g, 15 min Simple: < 1000g,
< 10 min
Thermo slatée Refrigérée Echauffement
15a 20'C en cours de centrifugation
Congélation Rapide lente
Conservation -80'C  -20TC < 8 jours =20 °C (= 30 jours) =-20C

Décongélation

Rapide bain-marie & 37T

Temp. ambiante

Micro-onde
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3. Tests de dépistage
3.1 Temps de quick

Le temps de Quick « TQ » représente le temps, en secondes, nécessaire
pour que le plasma citraté pauvre en plaquettes du patient coagule aprés I'ajout
du réactif de thromboplastine calcique (un mélange de TF, de phospholipides et

de chlorure de calcium).

Le temps de Quick est le test de coagulation le plus couramment utilisé et a
été introduit pour la premiere fois par le Dr Armand Quick en 1935. Le temps de
Quick est un test chronométrique utilisé pour explorer le facteur tissulaire (FT)
et la voie commune de coagulation, et est donc affecté par un déficit quantitatif
ou qualitatif des facteurs II, V, VII, X et du fibrinogene, en cas d’inhibition de

cette voie via les auto-anticorps ou en cas de traitement par les AVK.

Etant donné que la synthése de la majorité des facteurs de coagulation se
produit au niveau du foie, les hépatopathies peuvent étre associés a une
diminution de la plupart des facteurs de coagulation, entrainant ainsi un

allongement du TQ.

La valeur moyenne du TQ mesuré varie entre 11 et 13 secondes pour la
plupart des réactifs. En fait, il est exprimé par rapport au temps d’un plasma
témoin, et est considéré allongé lorsqu’il dépasse de plus de 2 secondes le temps
témoin.

Il peut étre également exprimé en pourcentage d’activité par rapport au
pool de plasma normal, et désigné par le nom de « taux de prothrombine » (TP).

Ce pourcentage est calculé en référence a diverses dilutions du plasma témoin,
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ce qui correspond par deéfinition a 100% de la valeur normale. Les valeurs

inférieures a 70 % sont considérées pathologiques.

Afin de réduire la variabilité entre les laboratoires qui est due a 1’utilisation
de réactifs différents, le TQ est exprimé en INR (international normalized ratio)
qui correspond au rapport du temps de Quick du malade sur celui du témoin. Cet
index est exclusivement réservé a la surveillance du traitement par les AVK
(125).

Temps de Quick malade

Temps de Quick témoin

*151 : indice de sensibilité international du réactif.

Un allongement isolé du TQ oriente vers un déficit en FVII, qui peut étre
exceptionnellement constitutionnel, ou acquis secondaire a une induction de
traitement par AVK, une hypovitaminose K ou une insuffisance hépato-

cellulaire modérée.

3.2 Temps de céphaline avec activateur

Le TCA représente le temps, en secondes, nécessaire au plasma citraté
pauvre en plaquettes du patient pour coaguler apres I'ajout de phospholipides
(céphaline), d’un activateur de la phase contact (kaolin, silice micronisée, acide

ellagique ou autre) et du calcium (126).
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I1 explore I’intégrité des facteurs plasmatiques de la voie intrinséque et de
la voie commune de la coagulation : la prékallicréine, le KHPM, FXII, FXI, FX,
FIX, FVIII, FV, FIl et le fibrinogéne, dont un déficit qualitatif ou quantitatif
provoque I’allongement du TCA. D’autre part, il est sensible également aux
inhibiteurs acquis de la coagulation (anticoagulants circulants de type lupique et

syndrome des anti-phospholipides)

Le TCA est exprimé par rapport au temps d’un plasma témoin, et sa valeur
moyenne est comprise entre 30 et 40 secondes selon les réactifs utilisés. Un taux
qui dépasse de 6 a 8 secondes le temps du témoin est désormais pathologique.
Le résultat peut également étre exprimé en ratio : temps du malade/temps du
témoin dont une valeur inférieure a 1,2 est considérée normale. En revanche, un

ratio M/T superieur a 1,2 definit I’allongement du TCA.

Un allongement physiologique non significatif pourrait étre observé chez

I’enfant, ainsi qu’un raccourcissement chez le sujet agé.
Par ailleurs, d’autres causes de I’allongement du TCA ont éte identifiées :
. Insuffisance hépatique (cirrhose, hépatite),
. Coagulation intravasculaire disséminée (CIVD),
. Carence en vitamine K,
. Maladie hémorragique du nourrisson.

Un raccourcissement du TCA ne présente pas de signification
pathologique. Il peut étre néanmoins é&tre observé au cours d’une réaction

inflammatoire aigué.
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L’interprétation de 1’allongement du TCA doit se faire en fonction du
contexte clinique (notion d’antécédents hémorragiques personnels et/ou
familiaux, présence de maladies associées) et des résultats des tests de
coagulation réalisés paralléelement (TQ, TS...). En effet, I’allongement du TCA
peut étre isolé ou associé a 1’allongement du temps de saignement ou du TQ
(127).

L’allongement combiné du TQ et du TCA peut révéler un déficit acquis
(atteinte hépatique, coagulopathie de consommation, avitaminose K), un déficit

constitutionnel des FX, FV, FII et du fibrinogene, ou un anticoagulant circulant.

La mesure du TCA est utilisée pour surveiller les patients sous traitements
anticoagulants par 1’héparine non fractionnée (HNF). On recherche un temps
patient égal a 2 a 3 fois celui du témoin, correspondant a une héparinémie de 0,3
a 0,6 Ul/ml.
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Figure 38 : conduite a tenir devant un allongement du TCA
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3.3 Temps de thrombine et dosage du fibrinogene

Le TT mesure le temps nécessaire a la constitution d'un caillot stable a la
suite de I’ajout de thrombine au plasma citraté pauvre en plaquettes. Le TT
explore alors la polymeérisation initiale des monomeres de fibrine par la
thrombine exogeéne (réactif). 1l est exprimé en secondes et est comparé a un
plasma témoin avec des valeurs normales qui varient généralement entre 16 et

20 secondes.

Une valeur du TT est dite pathologique lorsqu’elle dépasse de plus de 6

secondes le temps du témoin (128).

Il est sensible a I'ensemble des anomalies constitutionnelles ou acquises de
la fibrinoformation ainsi qu’a la présence d’une antithrombine indirecte comme

I’héparine, ou directe tels que le dabigatran ou I’argatroban.

Une variante de ce test, utilisant des concentrations plus importantes de
thrombine et une dilution du plasma a tester, permet de mesurer la concentration
plasmatique de fibrinogéne. Le taux de fibrinogene est normalement compris

entre 2 et 4 g/l.

Une hyperfibrinogénémie peut étre rencontrée au cours des syndromes
inflammatoires, rhumatisme articulaire aigu, syndromes néphrotiques ainsi

qu’au cours de la grossesse et chez les sujets tabagiques.
Cependant, 1’hypofibrinogénémie peut étre due, d’une part a une
diminution de synthese secondaire a une insuffisance hépatique, une

malnutrition sévere ou une transfusion massive, d’autre part a une augmentation

de sa consommation lors d’une CIVD.
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Toutefois, si le dosage du fibrinogéne est habituellement realise en pratique
clinique, le TT est réservé a I’exploration d’un TCA allongé s’opposant a des

concentrations normales de fibrinogene.
3.4 Temps de reptilase

Pareil au TT, le temps de reptilase explore également la fibrinoformation.
La différence entre les deux tests réside dans le fait que pour le temps de
reptilase, la reptilase remplace la thrombine. En effet, la reptilase est une
protéine obtenue par purification du venin du serpent Bothrops atrox. Comme la

thrombine, la reptilase convertit le fibrinogene en fibrine.

De plus, il a été observé que le temps de reptilase n'est pas sensible a la
présence d'héparine. Ainsi, un TT allongé est associé géenéralement a un temps

de reptilase normal.

T |

S

- ©

TQ

Figure 39 : exploration in vitro de la coagulation (1).
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4. Test spécialisés
4.1 Dosage des facteurs de la coagulation

En cas d’allongement des tests de dépistage (TCA et TP), la concentration

plasmatique des facteurs de la coagulation doit étre évaluée.

L’exploration des facteurs de la coagulation se fait par des méthodes

immunologiques et chronométriques.

En ce qui concerne les tests chronométriques, le plasma provenant d'un
étalon de référence ou d'un patient, et qui contient 1’éventuel facteur a doser, est
ajouté a un plasma totalement déficient en ce facteur. Ce test permet d’évaluer la
capacité du plasma a tester de corriger le temps de coagulation du plasma

déficient.

Les tests antigéniques immunologiques quant a eux sont utilisés pour

déterminer le déficit qualitatif des protéines de la coagulation.

Le dosage spécifiqgue de ces facteurs se fait en fonction du contexte

clinique et des tests initiaux :

- Devant un allongement isolé du TQ, on recherchera un deficit en
FVII.

- Devant un allongement isolé du TCA, on dosera les FVIII, FIX, FXI
et FXII,

- En cas d’allongement associant le TQ et TCA, un déficit intéressant
la voie commune (Facteurs X, V, Il et I) ou les 2 voies est a
rechercher.
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Cependant, les deficits en FXII, prekallikréine ou KHPM sont

généralement asymptomatiques.

Le deficit en FXIII n’altére pas la vitesse de la fibrinoformation et ne peut
donc pas étre dépisté par les tests décrits ci-dessus. Il est évoqué devant un

tableau hémorragigque contrastant avec un bilan d’hémostase normal.

Le dosage du FXIII plasmatique se fait par un test qualitatif indirect ; le test
de dissolution du caillot de fibrine dans I’acide monochloracétique a 1%. Chez
un sujet deficitaire en FXIII, le caillot se dissout rapidement en moins de 10

minutes.
4.2 Dosage des inhibiteurs de la coagulation

Il n’existe actuellement pas de test permettant d’apprécier 1’activité des
inhibiteurs de la coagulation d’une fagon globale, chaque protéine inhibitrice

doit donc étre dosée séparément.
4.2.1 Antithrombine

Etant donné que I'AT est l'un des principaux inhibiteurs physiologiques de
la coagulation, les déficiences acquises ou héréditaires de cette protéine
entrainent une génération excessive de thrombine exposant ainsi a un risque

éleveé a développer une maladie thrombo-embolique.

En effet, le déficit en AT est rare mais est aussi un des plus sévéres pour ne

pas dire le plus thrombogene.

Ces déficits sont détectés par des tests fonctionnels et antigéniques, qui
doivent étre réaliser préférablement a distance d’un épisode de thrombose aigue
et aprés un arrét d’une éventuelle héparinothérapie en cours d’au moins une

semaine ainsi qu’un arrét d’un anticoagulant oral direct d’au moins 4 jours. Ces
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circonstances peuvent abaisser transitoirement les taux d'AT. Chez les patients
sous AVK, les taux d'AT peuvent étre augmentés et un déficit en AT peut donc

étre masqué.
4.2.1.1 Dosage chromogénique

Le dosage fonctionnel représente le premier test a effectuer devant une
suspicion d’un déficit en AT. Ce sont des tests amidolytiques, le plasma du
patient est incube avec un exces de thrombine ou de FXa en presence d'héparine.
Aprés I'ajout d’un substrat chromogéne spécifique CBS 34-47, la couleur
générée est proportionnelle a la thrombine ou au FXa résiduels reflétant ainsi
I’activité inhibitrice de ’AT.

4.2.1.2 Dosage antigénique

Apres avoir déterminer et confirmer le déficit en AT, un dosage
antigénique permettra de differencier un déficit de type | et de type Il. Les tests
antigéniques sont des tests quantitatifs et immunologiques qui s'effectuent par
immunodiffusion radiale de I'AT. Le diameétre des anneaux de précipitation sera
mesuré apres 48h de diffusion, et les valeurs obtenues seront comparées a celles

d’un plasma de référence.

En absence de causes secondaires, et dans un contexte clinique approprig,
un résultat antigénique faible classe un patient comme ayant un déficit en AT de

type I.

Si I’activité de I’AT est normale, son dosage antigénique pour un dépistage

ou comme test complémentaire n’est pas systématique (129).
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4.2.1.3 Déficiten AT

Il a été démontré que le déficit héréditaire en AT est une maladie
autosomique dominante peu fréquente divisée en déficit de type I, dans lequel
I'activité  fonctionnelle et les niveaux antigéniques de I’AT sont
proportionnellement réduits (déficit quantitatif), et un déficit de type Il
caractérisé par des niveaux antigéniques normaux en association avec une faible
activité de I'AT (déficit qualitatif). Les déficiences de type Il peuvent étre

subdivisées en trois types en fonction de la localisation des mutations :
e Le type lla est causé par des mutations qui affectent le site réactif de
I'AT.
e Le type llb est caractérisé par une altération du domaine de liaison a

I'néparine de I’AT.

e Tandis que les variantes de type llc constituent un groupe
pléiotropique de mutations a proximité du site de la boucle réactive,
qui peuvent interférer avec la mobilité du site de la boucle réactive

influencant ainsi l'interaction de I'AT avec la thrombine.

Il a été démontré qu’un déficit hétérozygote en AT est associé a un risque

thrombotique 50 fois plus important que dans la population générale.

Un taux d’AT plasmatique diminué peut résulter d'une déficience
congénitale ou découler secondairement a divers troubles, regroupés en quatre

catégories :

e Diminution de la synthése de I'AT : Cirrhose du foie.
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e Augmentation des pertes d'AT : lors d’un syndrome néphrotique ou

d’une entéropathie avec perte de protéines.

e Consommation/inactivation accrue de I'AT: Septicémie avec
coagulation intravasculaire disséminee, bralures, polytraumatisme,
microangiopathies thrombotiques, pontage cardio-pulmonaire,

oxygénothérapie par membrane extra corporelle (ECMO).

e Deficit en AT dorigine medicamenteuse : thérapie a la |-

asparaginase, héparinothérapie (130).
4.2.2 Protéine C

Il en existe deux types : immunologiques, quantitatif, déterminant I'activité

antigénique de la PC et fonctionnel ou qualitatif (131).
4.2.2.1 Dosage de I'activite biologique

Les tests chromogéniques mesurent la capacité de la protéine C activée a
cliver un substrat synthétique (ressemblant a son substrat naturel), libérant ainsi

un composé chromogéne qui est détecté par spectrophotométrie.

Ces tests utilisent le Protac, un activateur rapide de venin de serpent

(Agkistrodon contortrix) pour convertir la PC plasmatique en APC.

Ce test n'analyse que deux des domaines fonctionnels de la PC, a savoir son
mécanisme d’activation et son site actif. Les altérations des domaines de liaison
aux cofacteurs, de liaison a la surface et d'autres domaines de liaison au substrat

ne sont pas détectés.
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L'un des problemes majeurs des dosages chromogéniques est la
surestimation potentielle des niveaux physiologiques de la PC en raison du
manque de spécificité du substrat chromogene. Ceci est également rapporté chez
les patients sous AVK, La vitamine K induit une carboxylation de la PC formant
une molécule non fonctionnelle in vivo mais qui est mesurée par le test

chromogene.
4.2.2.2 Dosage du taux antigénique

Les tests antigéniques sont des tests immunologiques congus pour mesurer

la quantité de protéine C indépendamment de sa fonction.

Aujourd'hui, un certain nombre de tests immunologiques différents, basés
sur l'utilisation d'anticorps polyclonaux spécifiques, sont utilisés pour quantifier
la PC plasmatique : eélectro-immunologie, radio-immunologie et immuno-

enzymologie (ELISA).

En effet, la méthode Elisa consiste a fixer la PC via I'un de ses
déterminants antigéniques, puis la revéler par 1’intermédiaire de I'anti-PC

peroxydase qui vient se fixer sur les autres déterminants antigéniques de la PC.

Ces 3 méthodes definissent une concentration de PC exprimée en
pourcentage d'un taux normal, déterminé selon une courbe standard. Il peut
exister des variations inter-laboratoires, et une référence standard internationale

a éte proposee.

Cependant, un typage phénotypique et une analyse du gene par biologie
moléculaire peuvent étre proposés en cas de divergence entre les différentes

méthodes de dosage.
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4.2.2.3 Déficiten PC

En fait, les tests réalisés permettent de distinguer les déficits de type I
caractérisés par une diminution a la fois de l'activité et des niveaux antigéniques
de la PC, et les déficits de type Il qui présentent une activité diminuée de la PC

avec des niveaux antigénigques normaux (132).

Le déficit héréditaire en PC se transmet de maniére autosomique dominante
avec une pénétration incompléte, et presente une forme hétérozygote qui est la
plus fréquente et une forme homozygote. La présentation hétérozygote varie
d'un individu asymptomatique a des complications telles que des thromboses
veineuses profondes des extremités (TVP), des embolies pulmonaires (EP), des

thrombus parenchymateux et une prédisposition a la CIVD.

Le déficit homozygote en PC quant a lui, peut étre fatal. En effet, les
nouveau-nees présentant un deficit homozygote en PC se présente généralement
dans les heures qui suivent la naissance avec un purpura fulminans et une CIVD
rapidement progressive. Ils peuvent présenter également d’autres complications
plus graves, telles qu’une thrombose des veines rénales, thrombose des veines

vitréennes entrainant la cécité (133).

Les causes acquises de deficit en PC sont beaucoup plus fréquentes que les
déficits héréditaires. Il est donc essentiel d'exclure les étiologies acquises

potentielles avant de poser un diagnostic de déficit héreditaire en protéine C.

Pareil aux autres facteurs vitamine K dépendants, une insuffisance
hépatocellulaire, une carence en vitamine K, une malnutrition et le traitement

par des AVK entrainent la diminution de la synthése de la PC.
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En outre, une thrombose récente ou active, des interventions chirurgicales
lourdes ou une CIVD consomment la PC, ce qui réduit ses taux plasmatiques.

D’autres causes ont été rapporté, dont un cas d'inhibiteur acquis (auto-

anticorps) de la PC, ainsi qu’une éventuelle infection en cours notamment HIV.

Cependant, une augmentation du taux de la PC peut étre observé au cours
du diabéte, des syndromes néphrotiques et au cours du traitement par
oestroprogestatifs. De plus, le taux de la PC peut augmenter chez la femme en
prémenopause (134).

4.2.3 Protéine S

Le dosage de la PS plasmatique est entravé par le fait que, dans la
circulation, une partie de la protéine S est liée a la protéine de liaison C4b.

4.2.3.1 Dosage de P’activité fonctionnelle :

L'activité fonctionnelle de la protéine S peut étre évaluée par un test
quantitatif de coagulation. Dans ce test, le plasma réactif déplété en PS est
ajouté au plasma a tester, puis activé avec du facteur Xa, de I’APC exogeéne ou
produite a I’aide du protac, en présence de son substrat naturel FVa, et des
phospholipides. L'allongement du temps de la coagulation mesuré par TQ ou

TCA est directement proportionnel a 1’activité fonctionnelle de la PS.
4.2.3.2 Dosage antigénique :

Pour mesurer l'activité antigénique de la PS dans le plasma, différentes
techniques immunologiques peuvent étre utilisées : le dosage électro-
immunologique, ELISA ou un dosage immunoradiométrique (IRMA). Tous ces
tests utilisent des anticorps polyclonaux contre la PS et nécessite une préparation
préalable du plasma par PEG (polyéthyléne-glycol) pour éliminer la forme
complexée (131).
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4.2.3.3 Déficit en PS

Le déficit héréditaire en PS se transmet selon un mode autosomique
dominant. Sa prévalence dans la population géneérale est estimée entre 0,1
et 0,7 %.

Les formes hétérozygotes du déficit héréditaire peuvent étre subdivisés en

trois types :
e Type | (faible quantité d'antigénes totaux et libres, activité réduite)
e Type Il (antigenes totaux et libres normaux, activité réduite)
e Type Il (antigene total normal, antigene libre réduit et activité réduite)

Les déficits de type | et de type Il représentent 95 % des cas de déficit en
PS. Cependant, il ne semble pas y avoir de difféerence clinique entre les

différents types.

En plus des causes acquises communes du déficit de I’AT et de la PC
précédemment énumérées, le taux de la PS peut étre diminue en raison d’une
augmentation de sa liaison a la C4BP au cours d’une inflammation aigue, un
lupus érythémateux disseminé et d’une maladie inflammatoire de 1’intestin
(135). Dans ce cas, le dosage de la C4BP par électro-immunologie, Elisa ou

radio-immunologie sera utile mais non systématique.

Toutefois, seule la forme libre est associée au risque thrombotique.
Cliniquement, le déficit en PS expose les patients a un risque de TVP récurrente,
d’embolie pulmonaire ainsi qu’a des manifestations moins fréquentes telles que

des thromboses superficielles, cérébrales, viscérales ou axillaires (136).
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4.2.4 TFEPI

Plusieurs méthodes ont été identifiées pour mesurer de taux du TFPI aux

niveaux plasmatiques, cellulaire et moléculaire.
4.2.4.1 Activité anticoagulante du TFPI

Des études récentes ont mis au point un test pour évaluer [l'activité
anticoagulante du TFPI. Ce test est basé sur la capacité du TFPI a prolonger le
temps de coagulation apres l'ajout d'une faible quantité de TF dans le plasma,
c'est-a-dire un dosage du temps de prothrombine dilué (DPT). En effet, le DPT
est exécuté a la fois en présence et en absence d'anticorps neutralisant le TFPI
(IgG anti-TFPI). Le raccourcissement du temps de coagulation en présence

d'anticorps anti-TFPI reflete I'activité anticoagulante du TFPI.

Le temps de coagulation en absence d'lgG anti-TFPI était d'environ 75s,

réduit d'environ 7 a 8s en présence d'lgG anti-TFPI dans le plasma.

Plusieurs études in vitro ont montré que le TFPI libre, de pleine longueur,
avait une capacité plus importante de prolonger le temps de coagulation que le
TFPI tronqué ou le TFPI associé aux lipoprotéines, méme si leurs activités

chromogéniques fonctionnelles sont similaires (137).
4.2.4.2 Dosage de P’activité fonctionnelle :

Les tests fonctionnels mesurent la capacité globale du TFPI a inhiber
I'activité catalytique du TF/FVIla apres une incubation prolongée du plasma
dilué contenant du TFPI en présence du TF, FVIla et FXa. L'activité catalytique
résiduelle TF/ FVIla est determiné a l'aide d'un substrat approprié notamment

des substrats chromogénes ou du FIX marqué au tritium (138).
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4.2.4.3 Dosage antigénique

L'antigene du TFPI libre et total est détecté par double tests réalisés par
tests immuno-enzymatiques (ELISA). Dans les deux essais, un anticorps
monoclonal dirigé contre le site de liaison au FXa a été utilisé pour capturer le
TFPI. Deux autres anticorps monoclonaux conjugués a la peroxydase et dirigés
contre le site de liaison aux lipoprotéines entre les résidus 161 et 240 et les 160
premiers résidus d'acides aminés du TFPI ont été utilisés pour détecter le TFPI

libre et le TFPI total respectivement.

Le dosage de I'antigéne du TFPI libre est spécifique du TFPI circulant et ne
détecte pas le TFPI lie aux lipides, tandis que le dosage de l'antigene du TFPI
total permet de détecter la quantité totale de TFPI, y compris ceux qui sont liés
aux lipides (139).

Par ailleurs, il a été suggéré qu’un taux faible de TFPI expose a un risque

accru de thrombose.
4.2.4.4 Déficit en TFPI

Le taux de TFPI est élevé pendant la grossesse et au début de
I'accouchement, et augmente 1égérement avec 1’age. Les variations hormonales
cycliques normales ne modifient pas les taux plasmatiques de TFPI, cependant,
les femmes sous contraceptifs oraux combinés semblent avoir des taux

légerement réduits d’environ 25%.

D’autre part, plusieurs études ont conclus 1’augmentation des taux de TFPI
au cours des pathologies présentant un état pro-coagulant, telles qu’une

cardiopathie ischémique, CIVD, diabéte et une pathologie néoplasique.
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Par rapport a d'autres inhibiteurs de la coagulation, seuls des taux plus
élevés de TFPI chez les personnes agées sont associés a des maladies
cardiovasculaires subcliniques, ce qui suggeére gque ces taux accrus pourraient

refléter plus étroitement les dégéts endotheliaux (44).
4.2.5 Protéine Z

La quantification de la PZ, ZPI et des anticorps anti-PZ est effectuée par

électrophorese plasmatique, immuno-blot et test immunologique ELISA.

Le déficit en PZ est lié a un état pro-coagulant, associé a une sécrétion

excessive de FXa et a une production de thrombine.

Une analyse récente a demontré que des niveaux reduits de PZ sont liés a
risque accru d'événements thrombotiques, tels que les maladies
thromboemboliques artérielles et veineuses et des complications de la grossesse.
Ces derniéres comprennent la prééclampsie, la mort feetale précoce, le retard de
croissance intra-utérin, et les fausses couches spontanées récurrentes a
répétition.

En outre, Un taux bas est observé en cas d’insuffisance hépato-cellulaire,
d’une CIVD ou d’amyloidose, alors qu’un accroissement a été décrit chez les
patients sous hémodialyse ou présentant un purpura thrombopénique

idiopathique.

La PZ requiert la présence de la vitamine K et son taux plasmatique
diminue plus considérablement que celui des autres facteurs vitamine K

dépendants lorsqu’un traitement anticoagulant oral est instaure.
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Des variations des taux de PZ ont été rapportées en fonction de I'age, du
sexe et de l'origine ethnique. Les taux plasmatiques de PZ augmentent
rapidement au cours des premiers mois de I'enfance, puis diminuent lentement,
les taux adultes étant atteints au cours de la puberté, et des taux de PZ plus
élevés ont été rapportés chez les hommes que chez les femmes. En revanche, la
concentration plasmatique de la PZ semblerait plus importante chez les femmes

sous contraception orale (140).
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CONCLUSION
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VIlI. CONCLUSION

La coagulation plasmatique constitue une partie, bien qu'importante, du
processus d'hémostase qui impligue une interaction complexe entre la paroi des
vaisseaux et les composants cellulaires et solubles du sang visant a maintenir la

fluidité du sang au sein des vaisseaux.

En termes simples, le processus hémostatique se produit en réponse rapide
a une lesion des cellules endothéliales et comprend deux phases intriquées :
hémostase primaire et secondaire ou coagulation, qui, selon un modele cellulaire
actuel, peut étre subdivisée en trois phases distinctes ; initiation, amplification et
propagation, et comprend une cascade de réactions enzymatiques auxquelles
participent plus de 12 protéines, les phospholipides membranaires et le Ca2+
entrainant la géneration de thrombine qui convertit le fibrinogéne en fibrine

consolidant ainsi le caillot initialement formé lors de ’hémostase primaire.

A cette coagulation, s’oppose des systemes régulateurs afin de maintenir au
mieux 1’équilibre hémostatique et d’éviter la propagation du thrombus. Il s’agit
des inhibiteurs physiologiques de la coagulation, notamment 1’antithrombine, la
proteine C, protéine S, TFPI et la protéine Z, qui agissent en inhibant la fibrino-

formation ou en bloquant 1’activité des facteurs de coagulation.

Les déficiences acquises ou héréditaires de ces inhibiteurs predisposent a
une incidence accrue de complications thromboemboliques, telles qu’une

thrombose veineuse, une embolie pulmonaire.

La compréhension des mécanismes d’action de ces inhibiteurs est
essentielle a I’interprétation, la prévention, le diagnostic et le traitement des

maladies thromboemboliques.

105



RESUMES

106



RESUME

Titre : Les inhibiteurs physiologiques de la coagulation
Auteur : Aouad Chaimae
Rapporteur : Pr Souad BENKIRANE

Mots clés : Hémostase - coagulation — inhibiteurs de la coagulation

La coagulation est une cascade enzymatique conduisant a la transformation du
plasma en un gel insoluble constitué principalement de fibrine générée a partir
du fibrinogéne, sous I’action de la thrombine, afin de consolider le thrombus
blanc formé lors de 1’hémostase primaire. La conception actuelle de la
coagulation décrit un modele cellulaire qui se déroule en trois phases : initiation,

amplification et propagation.

Les inhibiteurs physiologiques de la coagulation assurent un contrdle local de la

formation du caillot et évitent son expansion a distance de la breche vasculaire.

Ce travail met en ceuvre la physiologie et les bases structurelles des différents
inhibiteurs de la coagulation, y compris I’antithrombine, la protéine C, la
protéine S, le TFPI et la protéine Z, leurs mécanismes d’action, ainsi que les

différents tests specialisés utilisés pour leur dosage.

Toutefois, un déficit constitutionnel ou acquis en un de ces inhibiteurs favorise

la survenue de complications thromboemboliques fatales.
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ABSTRACT

Title: physiological coagulation inhibitors
Author: Aouad Chaimae
Reporter: Pr Souad BENKIRANE

Key words: Hemostasis - coagulation - coagulation inhibitors

Coagulation is an enzymatic cascade leading to the transformation of plasma
into an insoluble gel consisting mainly of fibrin generated from fibrinogen,
under the action of thrombin, in order to consolidate the white thrombus formed
during primary hemostasis. The current understanding of coagulation describes a
cellular model that proceeds in three phases: initiation, amplification and

propagation.

Physiological inhibitors of coagulation provide local control of clot formation

and prevent its expansion away from the vascular breach.

This work reviews the physiology and structural basis of the various coagulation
inhibitors, including antithrombin, protein C, protein S, TFPI, and protein Z,
their mechanisms of action, and the various specialized assays used for their

determination.

However, a constitutional or acquired deficiency in one of these inhibitors

favors the occurrence of fatal thromboembolic complications.
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