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Les héparines de bas poids moléculaire (HBPM) sont des molécules antithrombotiques,

qui s'opposent à la survenue ou à l'extension d'une thrombose (formation d'un caillot dans le

système vasculaire) . En dépit de leur usage largement répandu, il existe certaines « idées

reçues» à leur sujet. En effet, il est classique d 'évoquer les HBPM comme des produits

équivalents au sein d'une même classe thérapeutique, et ce en dépit de différences

biochimiques bien établies, et probablement de différences pharmacodynamiques. Aussi , le

monitoring d'un traitement par HBPM n'est pas obligatoire, suggérant un effet concentration­

réponse prédictible et bien homogène. En outre , quand cette surveillance biologique s'avère

nécessaire, elle repose sur la mesure de l'activité anti-Xa plasmatique qui ne reflète qu'une

concentration plasmatique et non le retentissement du principe actif sur la coagulation.

L'objet de notre étude est de caractériser le profil d'anticoagulation et le

retentissement global sur la coagulation, de plusieurs HBPM (bémiparine, daltéparine,

énoxaparine, nadroparine, RO-14, tinzaparine), en comparaison avec celui obtenu avec le

fondaparinux (pentasaccharide synthétique), dans une population de volontaires sains et à

l'aide d'une méthode intégrative globale de la coagulation, la thrombinographie.

Afin de caractériser au mieux l'effet propre à chacune des molécules testées sur la

coagulation, nous avons choisi de nous placer dans un système in vitro acellulaire, limitant

ainsi au maximum les facteurs de variabilité comme par exemple l'interaction avec les

plaquettes (en particulier, avec le facteur 4 plaquettaire) et les variabilités, même minimes,

liées aux caractéristiques pharmacocinétiques (absorption et fixation protéique non

spécifique).

- 6 -
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2.1 La coagulation [1,2,3]

La coagulation protège contre le saignement en évitant qu'une trop importante

quantité de sang quitte le lit vasculaire après survenue d 'une brèche. Elle a pour expression le

passage du sang de l'état liquide à l'état de gel , par transformation d 'une protéine plasmatique

soluble, le fibrinogène, en une protéine insoluble, la fibrine, qui s 'organise en réseau pour

former un caillot. Elle survient en réponse à un dommage vasculaire (coupure. . .) ou à une

activation de l'endothélium (par des cytokines ou des stimuli inflammatoires). C 'est un

phénomène localisé et non exten sif, de par la présence de systèmes de régulation extrêmement

fins . Elle consiste en une suite de réactions enzymatiques aboutissant à la génération de

thrombine, enzyme-clé du système, permettant la conversion du fibrinogène soluble en fibrine

insoluble. Elle nécessite la présence de surfaces cellulaires et se déroule en plusieurs étapes

(figure 1) :

IX

vWF: facteur Willebrand
lia : thrombine
FT : facteur tissulaire

Plaquette
activée

Xia

Figure 1: Modèle cellulaire de la coagulation (d'après [II).
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a) Initiation

La coagulation est initiée par le contact du facteur tissulaire (FT) (glycoprotéine

exprimée par les cellules du sous-endothélium) avec le sang circulant. Le FT va se lier à une

s érine-prot éase, le FVIIa, présent en très faible quantité dans le plasma (inférieure au nM) ,

pour former un complexe nommé tenase extrinsèque. Ce complexe va catalyser la conversion

du facteur X en Xa et du facteur IX en IXa. Le facteur Xa va ensuite s'associer, à la surface

des cellules exposant le FT, au facteur Va (notamment libéré par les plaquettes suite à leur

adhésion au collagène sous-endothélial) . Ce complexe Xa-Va en présence de phospholipides

anioniques (fournis par les surfaces cellulaires) et de Ca2
+ va former la prothrombinase,

capable de cliver la prothrombine (facteur II) en thrombine active (facteur lIa).

b) Amplification

Les premières traces de thrombine (de l'ordre de quelques pM) générées à la surface

des cellules portant le FT vont avoir plusieurs fonctions. La principale est d 'activer les

plaquettes, aboutissant à l'exposition membranaire de phospholipides procoagulants et à la

libération entre autres de facteur V. La thrombine générée va également activer les facteurs V,

VIII et XI à la surface des plaquettes. La thrombine va donc amplifier sa propre génération.

c) Propagation

A la surface des plaquettes activées et en présence de Ca2
+, le facteur IXa va s'associer

au FVIlla pour former la tenase intrinsèque, également capable de cliver le facteur X en Xa,

facteur Xa qui va immédiatement se complexer au facteur Va pour former le complexe

prothrombinase provoquant une génération explosive de thrombine. La thrombine va cliver le

fibrinogène en fibrine. Le facteur IXa peut être produit soit par la tenase extrinsèque à la

surface des cellules portant le FT (auquel cas, il devra migrer en phase fluide vers la surface

- 9 -



plaquettaire), soit par le facteur XIa directement à la surface des plaquettes. Cette boucle

d'amplification de la formation du Xa est nommée « Boucle de Josso ». Enfin, la fibrine, dans

soluble un premier temps, sera stabilisée par le facteur XIII, préalablement activé par la

thrombine, pour former un caillot de fibrine insoluble.

Il faut noter que la gélification du plasma survient pour des concentrations de 10 à 20

nM en thrombine, ce qui correspond à la transition entre phase d'amplification et de

propagation. Ainsi, plus de 95% de la thrombine totale est généré après la formation du caillot

et, à l'heure actuelle, il reste beaucoup de questions en suspens quant au(x) autre(s) rôle(s) de

celle-ci. Parmi ceux-ci sont évoqués l'activation du TAFI (thrombin activatable fibrinolysis

inhibitor, protégeant ainsi le caillot de la fibrinolyse) ou encore une participation au

remodelage du caillot [2].

En outre, certains auteurs mentionnent une quatrième phase dite de terminaison,

correspondant à l'extinction du complexe prothrombinase ou à l'épuisement de la

prothrombine.

2.2 Régulation de la coagulation

Afin d 'éviter l'extension et la propagation du caillot à distance du site lésé, le système

de la coagulation est finement régulé par des inhibiteurs. Les facteurs activés in situ sont ainsi

rapidement inactivés dans la circulation sanguine par des inhibiteurs. L'antithrombine et le

TFPI sont les principaux inhibiteurs dits « stoechiométriques» et le système PC/PS/TM est un

inhibiteur dynamique de la génération de thrombine (figure 2).
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AT et héparane sulfate

Figure 2 : Principaux inh ibiteurs de la coag ulation (d'après 16]).

2.2.1 L'antithrombine (AT)

C'est une serpine monocaténaire synthétisée par le foie possédant un site réactif et un

site permettant de fixer des glycosaminoglycanes. Sa concentration plasmatique est d'environ

150 ug/ml. et sa demi-vie plasmatique de 3 jours [4]. L'AT est le principal inhibiteur de la

thrombine (75%), mais elle est également capable d'inhiber les facteurs Xa et dans une

moindre mesure les facteurs IXa, XIa et XIIa. L'AT forme un complexe équimoléculaire

irréversible avec ces facteurs , complexe dans lequel ceux-ci n'ont plus d'activité. Cette

activité inhibitrice, initialement lente, est considérablement accélérée par la présence de

glycosaminoglycanes (comme l'héparane sulfate présent sur la paroi vasculaire ou encore les

dérivés hépariniques - cf figure 2 et chapitre suivant). Il faut enfin noter que l'AT n'a pas

d'activité sur la thrombine liée à la fibrine [4].
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L'AT est la cible de certains anticoagulants comme l'héparine (standard ou non fractionnée) ,

les héparines de bas poids moléculaires ou le fondaparinux.

2.2.2 Le système de la protéine C / protéine S / thrombomoduline [5,6]

La protéine C (PC) et la protéine S (PS) sont des protéines dont la synthèse hépatique

dépend de la vitamine K (au même titre que les facteurs II, VII, IX et X). La

thrombomoduline (TM) est une protéine transmembranaire, localisée à la surface des cellules

endothéliales.

La thrombine va former un complexe équimoléculaire de très haute affinité avec la TM

endothéliale, au sein duquel elle va perdre sa capacité à cliver le fibrinogène, à activer les

plaquettes et les facteurs V et VIII . Ce complexe va pouvoir cliver la PC, inactive, en PCa

après fixation de celle-ci sur son récepteur cellulaire EPCR [7]. Ainsi, en présence de PS

libre, la PCa pourra inhiber les facteurs Va et VIlla (en facteur Vi et VIIIi respectivement) à

la surface des plaquettes activées, diminuant la vitesse de génération de thrombine.

2.2.3 Le TFPI (Tissue Factor Pathway Inhibitor) [8]

C'est un inhibiteur de type Kunitz, secrété dans le plasma par les cellules endothéliales

et circulant en partie lié aux lipoprotéines. Pour exercer son activité, il doit se former un

complexe quaternaire Xa-TFPI- VIla-FT, dans lequel les facteurs Xa, VIla et FT n'ont plus

d'activité. L'inhibition du complexe FT-VIla par le TFPI n'est possible qu'à partir du moment

où des traces de facteur Xa ont été générées. Le TFPI est en conséquence un inhibiteur majeur

de la phase d'initiation alors que l'AT et le système PC/PS/TM ont des actions inhibitrices

majoritairement sur la phase de propagation.
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2.2.4 Autres inhibiteurs de la coagulation [4,6]

2.2.4.1 L'a2-macroglobuline (a2M)

L'a2-macroglobuline est une glycoprotéine synthétisée par la cellule endothéliale, et

présente dans le plasma. Elle forme des complexes avec les endopeptidases (telles que

trypsine, chymotrypsine, pepsine . .. ) de toutes les classes catalytiques connues; les enzymes

complexées sont englobées par l'inhibiteur et deviennent incapables d'exercer leur action vis­

à-vis de leur(s) substrat(s) macromoléculaire(s). Parmi les protéases de la coagulation, l'a2­

macroglobuline inhibe la thrombine et la kallicréine. Elle représente 25% de la capacité

inhibitrice du plasma vis-à -vis de la thrombine.

2.2.4.2 Le second cofacteur de l'héparine (HeII)

Comme l'antithrombine, il appartient à la famille de serpines et forme un complexe

équimoléculaire avec l'enzyme à inhiber. Sa synthèse est hépatique. Le HCU est un inhibiteur

lent de la thrombine, dont l'activité est augmentée en présence d'héparine ou de dermatane

sulfate (GAG présent dans la matrice extracellulaire). Contrairement à l'AT, le HCU est

capable d'inhiber la thrombine en phase fluide ainsi que la thrombine liée au caillot. Son

retentissement sur la coagulation in vivo apparaît comme faible, puisqu'un déficit ne constitue

pas un risque de thrombose.

2.2.4.3 L'al-antitrypsine [6]

C'est une autre serpine plasmatique à large spectre, agissant surtout au niveau

tissulaire en inhibant des protéases leucocytaires, des enzymes pancréatiques, la

collagénase.. . concernant les protéines de la coagulation, elle est capable d'inactiver la

thrombine, la kallicréine et le facteur XIa, mais de façon très lente, pour un retentissement in

vivo non significatif.
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2.3 Héparines de bas poids moléculaire et fondaparinux

Les HBPM et le fondaparinux sont des molécules anticoagulantes dont la structure

dérive de l'héparine standard (ou non fractionnée), et développées dans un souci

d 'amélioration des caractéristiques pharmacocinétiques et pharmacodynamiques de celle-ci.

2.3.1 L'héparine non fractionnée (HNF) : brefs rappels [9,10]

2.3.1.1 Structure et mécanisme d'action

L 'héparine a été isolée du foie de chien en 1916 par McLean. Actuellement elle est

extraite de la muqueuse intestinale de porc ou du poumon de bœuf (ce dernier mode de

préparation n'étant quasiment plus utilisé). Elle est composée d'un mélange hétérogène de

chaînes de sucres, formé de la répétition d'un motif de base associant un acide hyaluronique

et une glucosamine (glycosaminog1ycanes). Le poids moléculaire est variable, compris entre

3000 et 30000 Da (figure 3). La longueur des chaînes varie entre 10 et 100 sucres, avec une

moyenne aux alentours de 45, ce qui correspond à un poids moléculaire voisin de 15000 Da.

LMWH

2000 5000 JOOOO

Heparin

J5000 20000
1

25000 30000

Molecular
Weight

Figure 3 : Répartition en poids moléculaire des chaînes d'héparines standard (heparin) et d'HBPM
(LMWH). D'après 191.
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L'activité anticoagulante de l'héparine est indirecte car elle nécessite la présence

d'antithrombine. En se fixant sur l'AT par l'intermédiaire d 'un site spécifique, l'héparine

modifie la conformation de cette serpine et accélère la vitesse d'interaction entre l'enzyme à

inhiber (facteurs lIa et Xa principalement) et l 'inhibiteur (AT).

L'héparine se lie à l'AT par une séquence spécifique de 5 sucres, qui n'est présente seulement

que sur un tiers des chaînes. Les deux tiers restant sont donc dépourvus d'activité

anticoagulante antithrombine-médiée significative [9]. Bien que la séquence

pentasaccharidique soit nécessaire pour inhiber la thrombine, elle n'est pas suffisante. En

effet, la longueur des chaînes polysaccharidiques contribue à l'activité et il faut une longueur

critique minimale de 18 sucres (soit un poids moléculaire d'environ 5400 Da) pour que puisse

se créer une liaison non spécifique entre la thrombine et 1' AT (figure 4).

UFH (and LMWH >
5400 Da)

~+ AT

Pentasaccharide

•••••

~+
~

LMWH <5400 AT
Da

-..----.
FIla

(Thrombin)

FXa

FXa/AT
Complex

FIla/AT
Complex

FXa/AT
Complex

Figure 4 : Mécanisme d'action anti-lla et anti-Xa des chaînes d'héparine, via l'antithrombine. D'après 191.
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De ce fait les chaînes les plus courtes, en dessous de la longueur critique, ne peuvent

pas permettre ce rapprochement entre AT et lIa et seront incapables d'inhiber la thrombine.

En revanche, l'inhibition du facteur Xa ne nécessite que la présence de la séquence

pentasaccharidique. En conséquence, les chaînes de moins de 18 sucres n'ont qu 'une activité

anti-Xa, alors que les chaînes plus longues possèdent à la fois une activité anti-Xa et anti-lla.

2.3.1.2 Activité sur le TFPI [8]

Les propriétés antithrombotiques de l'héparine sont également liées à une action sur le

TFPI , de découverte plus récente. Ces effets sur l'activité du TFPI sont doubles. In vitro,

l'héparine augmente l'activité anticoagulante du TFPI ainsi que son affinité pour le Xa et

accélère l'interaction initiale rapide des deux molécules. In vivo, l'héparine déplace le TFPI de

son site de fixation sur l'endothélium. C'est Sandset en 1988 [Il] qui a montré que l'injection

d'héparine entraînait l'augmentation du taux du TFPI plasmatique par libération de la

molécule à partir de l'endothélium. Le TFPI libéré par l'héparine est sous forme intacte et

libre, c'est-à-dire sous la forme la plus efficace pour inhiber la coagulation.

2.3.1.3 Pharmacocinétique

L'héparine n'est pas absorbée par VOle orale. L'administration ne peut se faire

actuellement que par voie parentérale (sous-cutanée ou intraveineuse). La biodisponibilité est

variable selon la dose et la voie d'administration. Aussi, l'héparine se fixe à des nombreuses

protéines plasmatiques (facteur 4 plaquettaire, lipoprotéines, fibronectine, vitronectine, )

[12] et interagit avec plusieurs types cellulaires (endothélium, phagocytes mononucléés )

[9], contribuant à une variabilité de réponse selon les individus. Son élimination est fonction

de la taille des chaînes. Les plus longues sont captées et dégradées par l'endothélium et les

macrophages, par un mécanisme rapide mais saturable. Les plus courtes sont éliminées par le

rein, par un mécanisme lent et non saturable.
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2.3.1.4 Surveillance biologique de l'activité anticoagulante

Du fait de la variabilité de réponse importante, la surveillance usuelle d'un traitement

par HNF est indispensable à dose thérapeutique, et peut s'avérer nécessaire en prophylaxie.

Elle se fait par l'intermédiaire du temps de céphaline avec activateur (TC +A), qui correspond

au temps de coagulation d'un plasma après déclenchement de la coagulation par une surface

étrangère (électronégative) et recalcification.

2.3.2 Héparines de bas poids moléculaire (HBPM) [13 ,14]

2.3.2.1 Structure et mécanisme d'action

Les HBPM sont obtenues par dépolymérisation chimique ou enzymatique de

l'héparine standard (figure 5), pour obtenir des GAG d'un poids moléculaire moyen de 4000 à

5000 Da (mais pouvant s'étendre de 2000 à 9000 Da), poids qui correspond à 15 unités

monosaccharidiques par molécule (figure 3). Leur développement en thérapeutique dans les

années 1980 a été motivé par plusieurs observations : 1) de poids moléculaire inférieur, elle

ont une activité anti-Ila réduite par rapport à l'activité anti-Xa ; 2) les études chez l'animal ont

montré, par rapport à l 'HNF, moins de saignement pour un effet antithrombotique équivalent;

3) les HBPM ont des propriétés pharmacocinétiques supérieures à l'HNF.
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Figure 5 : Principe de préparation des HBPM (LMWH) à partir de l'héparine standard. D'après 191.

Les HBPM exercent leurs propriétés anticoagulantes par fixation sur l'AT, par

l'intermédiaire de la séquence pentasaccharidique. Mais par rapport à l'HNF, les HBPM ont

une capacité réduite à inactiver la thrombine, car les chaînes polysaccharidiques étant

majoritairement plus courtes, elles ne peuvent pas simultanément se lier à l'AT et à la

thrombine (figure 4). Selon le poids moléculaire moyen des préparations d'HBPM, entre 25 et

50% des molécules ont une activité anti-lIa, alors que toutes les chaînes possédant la séquence

pentasaccharidique ont une activité anti-Xa. Ainsi les HBPM ont une activité anticoagulante

principalement ciblée sur l'inhibition du facteur Xa tout en conservant une capacité résiduelle

à inhiber le facteur lIa , capacité qui est propre à chaque spécialité pharmaceutique, du fait de

son mode de préparation. Par conséquent, chaque préparation d'HBPM possède un ratio

d'inhibition anti-Xa / anti-lla qui lui est caractéristique.

Il faut également noter que les HBPM ont les mêmes propriétés que l'HNF vis-à-vis du TFPI ,

donc leur activité antithrombotique ne peut se résumer qu 'à l'interaction avec l'AT.
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Plusieurs HBPM sont disponibles actuellement sur le marché français, mais leur

méthode de préparation diffère l'une par rapport à l'autre [13] : dépolymérisation par l'acide

nitreux (nadroparine, FRAXIPARINE®, FRAXODI®; daltéparine, FRAGMINE®),

benzylation et dépolymérisation alcaline (énoxaparine, LOVENOX®) ou encore

dépolymérisation enzymatique par une héparanase (tinzaparine, INNOHEP®).

2.3.2.2 Pharmacocinétiq ue

Les HBPM ont montré de meilleures propriétés pharmacocinétiques par rapport à

l'HNF, dont la variabilité de réponse inter-individuelle peut poser problème en thérapeutique.

En effet, les HBPM ont une pharmacocinétique « plus prédictible)}: elles ont une

biodisponibilité meilleure par voie SC (proche de 100%), et de par leur plus petite taille de

chaine, une fixation protéique non spécifique diminuée par rapport à l'HNF, ce qui contribue

à réduire considérablement la variabilité inter-individuelle. Elles ont une réponse

généralement plus prédictible aux doses utilisées et enfin une demi-vie plus longue. Leur

élimination est principalement rénale et non dose-dépendante (contrairement à l'HNF), du fait

de la présence majoritaire de petites chaînes.

2.3.2.3 Surveillance biologique de l'activité anticoagulante

L'administration d'HBPM se fait en doses fixes en prophylaxie, et en doses adaptées

au poids en thérapeutique. Du fait de propriétés pharmacocinétiques bien établies, la

surveillance biologique de l'efficacité antithrombotique n'est généralement pas nécessaire.

Certaines situations nécessitent toutefois de surveiller biologiquement le traitement, par

exemple chez les patients obèses ou en cas d'insuffisance rénale sévère, afin de détecter une

éventuelle accumulation.
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Contrairement à l'HNF, le TC+A n'est pas utilisable pour surveiller un traitement par HBPM.

En effet, ce test étant plus sensible à l'activité anti-IIa, les HBPM auront un impact variable

selon les produits, en fonction de leur ratio anti-Xa / anti-Ila. Ainsi, lorsque la surveillance

s'avère nécessaire, on utilisera la mesure de l'activité anti-Xa plasmatique, le plus souvent à

l'aide d'une méthode chromogénique.

2.3.3 Fondaparinux (ARIXTRA®) [15 ,16]

2.3.3.1 Structure et mécanisme d'action

Le fondaparinux est le premier inhibiteur de synthèse spécifique du facteur Xa utilisé

en thérapeutique. Sa structure est basée sur le pentasaccharide naturel retrouvé dans les

chaînes d 'héparines et qui correspond à la séquence de haute affinité pour l'AT. La séquence

pentasaccharidique originale a été identifiée à partir de l'héparine naturelle grâce à des

procédures de fractionnement, dès 1981 par l'équipe de Jean Choay. Cette séquence a ensuite

été reproduite par synthèse totale. Les études de « relation structure-activité » ont montré que

plusieurs groupes sulfatés sont critiques pour la liaison à l'AT. Ceci a permis le

développement de plusieurs analogues synthétiques. Ainsi un dérivé alpha-méthylé a d'abord

été obtenu (figure 6) , et a montré des propriétés totalement similaires au pentasaccharide

original, mais avec l'avantage d'avoir un rendement de production supérieur. Ce dérivé alpha­

méthylé est maintenant commercialisé comme molécule anti-thrombotique, sous la DCI

«fondaparinux» (ARIXTRA®).
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Original Pentasaccharlde

SR 90107A1ORG 3154Q - Natural Pentasaccharide

Figure 6: Pentasaccharide naturel et dérivé alpha-méthylé (fondaparinux, ARIXTRA®). D'après 1161.

Le fondaparinux est un inhibiteur sélectif et réversible du facteur Xa, via sa fixation à

l'AT dont il potentialise l'activité. Il n'est cependant actif que sur le FXa libre, car le FXa

présent dans la prothrombinase formée sur les surfaces cellulaires n'est pas inhibé

efficacement par celui-ci. De plus, il n 'inhibe pas la thrombine et n'entraîne pas la libération

de TFPI.

2.3.3.2 Pharmacocinétique

La biodisponibilité après injection SC d'une dose prophylactique ou thérapeutique de

fondaparinux est proche de 100%. L'élimination se fait principalement sous forme inchangée

dans les urines. Le fondaparinux est lié à plus de 94% à l'AT et il parait très peu probable

qu'il se lie à d'autres protéines de façon significative. Des travaux spécifiques ont à ce propos
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montré que le fondaparinux n'interagit pas avec le facteur 4 plaquettaire, contrairement à

l'HNF et aux HBPM [16].

2.3.3.3 Surveillance biologique de l'activité anticoagulante

En thérapeutique, l'administration de fondaparinux se fait à dose unique, sans

adaptation au poids (contrairement à l' HNF et aux HBPM) et ne nécessite aucune surveillance

de l'efficacité du traitement.

2.4 (In)équivalence des HBPM ?

Le développement des HBPM a été entre autres motivé par la variabilité inter­

individuelle importante de réponse à l'héparine standard. Les HBPM ont montré des

propriétés pharmacocinétiques supérieures. Ainsi, une surveillance de l'efficacité du

traitement, indispensable avec 1'HNF, n'est que facultative avec les HBPM.

L'OMS (Organisation Mondiale de la Santé) ou encore la FDA (United States Food and

Drug Administration) ont référencé chaque HBPM comme des principes actifs différents

[17] ; en dépit de cela, il est classique de les considérer comme des membres équivalents au

sein d'une même classe thérapeutique, comme le font certains auteurs dans diverses

publications ou ouvrages en mentionnant simplement «Héparines de bas poids

moléculaire ». À titre d'exemple particulièrement marquant, l' «American College of Chest

Physicians consensus conference» ne fournit de recommandations quant à l'usage de ces

produits qu'en mentionnant le terme générique «HBPM» et non, pour chacune des

différentes molécules [18], dont est tiré l'extrait ci-dessous.

" The most reasonab/e lime to perform the anti-Xa assay is 4 h after the

SC administration ofa weight-adjusted dose ofLMWH.
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For twice-daily administration, a conservative therapeutic range is 0.6 to

1.0 lU/mL. The target range is /ess clear in patients treated with LMWH

once a day, but a /eve/ between 1.0 Ill/ml. and 2.0 lU/mL seems to be

reasonab/e. " (Buller CHEST 2004 , [18])

Comme mentionné dans la citation précédente, les recommandations vont même jusqu'à

proposer des mesures d 'anti-Xa cible sans préciser à quelle HBPM se rapporter, sous­

entendant que la zone cible est identique pour toutes, alors que l'activité anti -Xa attendue au

pic est propre à chaque HBPM ; par exempl e, à dose curative, les valeurs s'étendent de 0,6 à

1,3 VI/mL (vide infra figure 7).

De plus, dans un souci de limitations des stocks et des coûts , les établissement des

soins peuvent être amenés à choisir, par l 'interm édiaire d'une COMEDIMS (Commission du

médicament et des dispositifs médicaux stériles) ou affili é, parmi toutes les HBPM

disponibles afin de ne retenir que quelques voire une seule d'entre-elles.

Ces constatations amènent à penser que les différentes héparines de bas poids moléculaire

sont thérapeutiquement équivalentes et, par conséquent, interchangeab1es.

L'interchangeabilité des HBPM est un débat de longue date [19,20,21,22,23,24] alors que

tous les experts s 'accordent sur le fait que les différentes HBPM ne sont pas équivalentes, en

s'appuyant sur de nombreuses données. Il convient d 'abord de citer leur mode préparation :

toutes les HBPM dérivent de 1'héparine standard, mais les méthodes de dépolymérisation

mises en œuvre pour diminuer la taille des chaînes polysaccharidiques différent

significativement, ce qui a pour conséquence d'affecter les caractéristiques du produit fini .

Par exemple , la dépolymérisation chimique aboutit à une désulfatation partielle, une réduction

de la densité de charge et du nombre de sites de liaison à l'AT.
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En outre, les HBPM différent de par leurs caractéristiques chimiques et structurelles

[25,26]. En chromatographie sur gel perméable, elles ont toutes montré des profils d 'élution

distincts, malgré une distribution en masse moléculaire assez similaire. Le contenu en GAG

varie selon les produits. Aussi la neutralisation par la protamine (antidote de l'HNF, du fait de

sa structure très électropositive) est très variable selon les produits: dans un modèle

équigravidique, le profil de neutralisation semble dépendre non seulement du type de

molécule, mais aussi du test utilisé pour la détection (activité anti-Xa ou anti-Ila) [25].

Mais le cœur du débat sur l'interchangeabilité des HBPM est l'implication clinique de

ces différences, en terme d'efficacité et de sécurité. Malgré les différences intrinsèques de

chaque produit, il n 'y a pas de preuves irréfutables qu'au niveau clinique, elles soient

significativement distinctes les unes des autres. En effet, les données comparant, directement

et à grande échelle, plusieurs HBPM sont rares. En prophylaxie du risque thromboembolique

veineux après prothèse totale de hanche, deux études ont comparé soit la tinzaparine soit la

réviparine, à l'énoxaparine. Les résultats n'ont montré aucune différence en terme d'efficacité

[23]. Dans le cadre de traitement de l'épisode constitué d'événement thromboembolique

veineux ou de syndrome coronaire aigu, ne sont disponibles que des comparaisons

« indirectes », dans chaque cas le groupe « HBPM » étant comparé avec un groupe contrôle

traité par HNF. En outre, il apparaît peu probable que de tels essais comparant 2 HBPM en

tête à tête soient mis en place dans un futur plus ou moins proche. Enfin, la mesure de

l'activité anti-Xa n 'est pas corrélée à l'efficacité clinique [27 ,28]. Ainsi , aux doses standard

recommandées ajustées au poids, l'activité anti-Xa au pic (4h après injection SC) diffère

significativement selon les HBPM (tableau I et figure 7).

- 24-



Tableau 1 : Activité anti-Xa attend ue en prophylaxie. D'après 1291.

Act ivité anti-Xa
HBPM Indication plasmatique attendue

(VI anti-Xa/mL)
Prévention du risque modéré en chirurgie

0,18 ± 0,04
Enoxaparine

Prévention du risque élevé en chirurgie ou
prévention en médecine 0,43 ± 0, II

Prévention du risque modéré en chirurgie
0,15 àO,25

Daltéparine
Prévention du risque élevé en chirurgie

0,30 à 0,45

Prévention du risque modéré en chirurgie
0,25 à 0,35

Nadroparine
Prévention du risque élevé en chirurgie

0,25 à 0,35

Prévention du risque modéré en chirurgie
0,10 à 0,15

Tinzaparine Prévention du risque modéré majoré en
0,15 à 0,20

chirurgie
Prévention du risque élevé en chirurgie

0,35 à 0,45

HBPM Rapport Dose Héparinémie Allon-
anti -Xa/ (ant i-Xa (anti-Xa gement
anti· lla en UI/kg) en UI/ kg) TCA'

lnnohep'" 1,8 175/ 24 h 0 ,87 ± 0 , 15 +++

Frogmine'-"' 2,5 100/1 2 h 0,59 ± 0 ,25 ++
0 ,69 ± 0,26* *

Froxlporlne'" 2,5 83/ 12 h 1,01 ± 0, 18 +
à

4 ,0
Froxodi® 2,5 166/ 24 h 1,34 ± 0, 15 ++

à
4 ,0

lovenox'" 3,6 100/1 2h 1,20 ± 0, 17 +
Cllvorlne'" 3,2 7 1/ 12 h ND +

•+++ ; allongement comprisentre 2 el 3 fois le tempsdu témoin, ++ : environ
1,5 fois, + ; environ 1,2 fois.
•• cesdeuxvoleurscorrespondentà celles observées oupremier etoudixiéme
jour de traitement.
ND; données non disponibles.

Figure 7 : Doses recommandées pour un traitement curatif de thrombose veineuse et héparinémies
générées 3 à 5 heures après l'administration des HBPM disponibles en France. D'après 1301
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La variabilité de réponse au fondaparinux, quant à elle, est considérée comme très

faible [31], car il n'y a pas d'interaction protéique non spécifique significative (en particulier

avec le F4P ou avec l'albumine) ; également car le fondaparinux n'est pas métabolisé et est

excrété sous forme inchangée par voie rénale.

- 26 -



TRAVAIL EXPERIMENTAL
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3.1 Matériels et méthodes

3.1.1 La thrombinographie [32,33,34]

La thrombinographie est une méthode d'étude in vitro de la génération de thrombine

au cours du temps après déclenchement de la coagulation par une faible quantité de facteur

tissulaire (de l'ordre de quelques pM). Elle ne doit pas être confondue avec les méthodes

d'études de génération de thrombine in vivo, basées sur la mesure des concentrations

plasmatiques de certains marqueurs d'activation de la coagulation (fragments 1+2 de la

prothrombine, Ii-dim ères, .. .).

La thrombine est l'enzyme-clé de la coagulation (vide supra) permettant la transformation du

fibrinogène en fibrine insoluble, à la fois amplifiant et limitant sa propre génération. Le travail

thrombinique étant généré à plus de 95% après la gélification du plasma, la très grande

majorité des tests de coagulation usuels sont pris en défaut et sont donc insuffisants pour

obtenir une vision globale du processus de coagulation et du travail thrombinique. Cette

méthode permet non seulement une étude globale et presque complète du déroulement de la

coagulation, mais aussi la plus proche à ce jour des conditions in vivo (en revanche tout le

système hémostatique n'est pas exploré puisque 1'hémostase primaire et la fibrinolyse ne sont

pas prises en compte).

La d étermination est réalisée dans des échantillons plasmatiques, en présence ou en absence

de plaquettes. La détection se fait par mesure de la fluorescence générée après clivage, par la

thrombine néoformée, d'un substrat spécifique (Z-Gly-Gly-Arg-AMC), choisi pour ces

caractéristiques favorables en terme de Km et K eat. La conversion du niveau de fluorescence

mesuré en concentration en thrombine est obtenue grâce à l'utilisation d'un calibrant (un

complexe thrombine - a2M, à l'activité stable et bien déterminée, auquel sont ajoutées de

1'héparine et de l'antithrombine pour éviter toute coagulation), permettant ainsi de déduire la
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part non physiologiqu e de thrombine liée à l' u 2M et également, de corriger les effets de

consommation du subs trat et de filtre inteme ainsi que les facteurs de variabilité liés aux

échantillons plasmatiques (couleur), à l' âge de la lampe etc.

La courbe de génération obtenue par cette méthode est appelée « thrombinogramme ». De

celle-ci, plusieurs informations peuvent être extraites (figure 8) : la principale, l' aire sous la

courbe permet de quantifier le travail thrombinique total au cours du temps, et est nommée

potentiel thrombinique endo gène (ou en anglais, ETP, endogenous thrombin potential) ; l' ETP

reflète le potentiel coagulant global d 'un individu , son augmentation signe une

hypercoa gulabilit é de même qu 'un e diminution, une hypocoagulabilité. Il est éga lement

possible de mesurer le temps de latence avant la génération explosive de thromb ine, le pic

maximal de thrombine générée ou encore le temp s écoulé pour atteindre ce pic.

350

300 iii
250 .

~
.s 200

Cl>
l::c
Ee 150
~

100
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Figure 8 : Courbe de génération de thrombine obtenue en PPP, en présence de facteur tissulaire 5 pM et
de phospholipides.
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Nous avons choisi de travailler en milieu pauvre en plaquettes (PPP), afin de

s'affranchir de l'effet inhibiteur des plaquettes (qui représentent un facteur de variabilité

majeur) sur les molécules testées, et également sans ajout de PCa ou de thrombomoduline.

Ainsi dans le système étudié, l'inhibition de la génération de thrombine dépend

essentiellement de l'activité de l'antithrombine.

3.1.2 Réactifs

3.1.2.1 Molécules étudiées

L'énoxaparine, la nadroparine, la tinzaparine et la daltéparine ont été utilisées à travers

les spécialités pharmaceutiques commercialisées sur le marché français , respectivement

LOVENOX® (Sanofi-Aventis, France), FRAXIPARINE® (GSK, France), INNOHEP® (Léo

Pharma, France) et FRAGMINE® (Pfizer, France). La Bémiparine, une HBPM de 3600 Da et

dont le rapport anti-Xa / anti-Ila est élévé (environ 8:1) et le RO-14, un oligosaccharide

synthétique composé de 14 monosaccharides et dépourvu d'activité anti-Ila, ont été fourni s

gracieusement par ROVI S.A. (Espagne). Le fondaparinux a été étudié à travers la spécialité

pharmaceutique correspondante ARIXTRA® (GSK, France).

Le tableau II résume les caractéristiques des molécules utilisées.
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Tableau Il : Caractéristiques des molécules testées. D'après 19,30,351.

Poids moléculaire
Ratio

Del Mode de préparation moyen
anti-Xa /anti-Ila

(Da)

Bémiparine
Dépolymérisation

3600 8
chimique (B-élimination)

Daltéparine
Dépolymérisation par

6000 2,5
l'acide nitreux
Benzylation et

Enoxaparine dépolymérisation 4200 3,6
alcaline

Nadroparine
Dépolymérisation par

4500 2,5 à 4
l'acide nitreux

RO-l4 ? 2500 00

Dépolymérisation
Tinzaparine enzymatique par 4500 1,8

héparinase

Fondaparinux Synthèse totale 1728 00

3.1.2.2 Thrombinographie

Les réactifs ppp reagent® (mélange de phospholipides et de facteur tissulaire) et

Thrombin calibrator® ont été fournis par BIODIS (France) ; le substrat fluorigénique Z-Gly-

Gly-Arg-AMC par BACHEM (Suisse) . Le tampon Fluo-Buffer a été préparé

extemporanément (Hepes 20 mM, BSA 60 g/L, CaCh l02 mM, eau distillée, pH 7,5).

3.1.3 Méthode

L'étude est réalisée chez des volontaires sains (N=6) ayant donné leur consentement

éclairé et n'ayant pas pris de médicaments interférant avec la coagulation. Chez chacun

d'entre eux, les 6 HBPM ainsi que le fondaparinux ont été testés après surcharge du plasma à

différentes concentrations en principe actif.
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Afin d'obtenir du plasma pauvre en plaquettes (PPP), 15 mL de sang total ont été

prélevés chez les volontaires par ponction veineuse antécubitale à l'aide de tubes

MONOVETTE® (Sarstedt, Allemagne) et anticoagulés par du citrate 0,106 M (1 vol:9 vol).

Le prélèvement est centrifugé à 2000g, le surnageant ainsi obtenu est ensuite centrifugé à

13000g, pendant 30 minutes à 4°C, afin d'éliminer autant que possible les microvésicules

plaquettaires (source de phospholipides procoagulants).

Pour chacune des substances testées et pour chaque donneur, une gamme de concentration a

été réalisée par dilutions successives dans du plasma autologue de chaque donneur :

0" Gamme « bémiparine, daltéparine, énoxaparine, nadroparine, RO -14 , tinzaparine » :

~ 0,1 ; 0,2 ; 0,4 ; 0,8 ; 1 UI anti-Xa/mL

0" Gamme « fondaparinux » :

~ 0,1 ; 0,2 ; 0,4 ; 0,8 ; 1 ; 1,4 ; 1,6 ; 1,8 et 2 ug/rnl.

La génération de thrombine est étudiée conformément à la méthode CAT® (Calibrated

Automated Thrombography, d'après Hemker [32]). Dans une plaque 96 puits (Immulon, 2HB

clear U-bottom, Thermo Electron, Etats-unis) sont mélangés 20 IlL de PPP reagent® avec 80

IlL d'échantillons plasmatiques. La génération de thrombine est initiée par l'ajout 20 IlL de

Fluo-Buffer, contenant le substrat fluorigénique (Z-Gly-Gly-Arg-AMC 2,4 mM). Les

concentrations finales en facteur tissulaire et en phospholipides procoagulants dans les puits

sont respectivement de 5 pM et 4 uM. Le signal de fluorescence est corrig é par un puit

« calibrant » (20 IlL Thrombin Calibrator® + 80 IlL plasma), dans lequel la génération de

thrombine est déclenchée comme précédemment. Chaque échantillon est testé en triple. La
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fluorescence est mesurée par le fluorimètre Ascent Fluoroskan® (ThermoLabsystems,

Helsinki, Finlande), À excitation = 390 nm ; À émission = 460 l1lTI.

Les données sont ensuite traitées par le logiciel Thrombinoscope® (Thrombinoscope BV,

Pays-Bas).

L'ETP est calculé pour chaque échantillon et les résultats sont comparés à l'aide de l'ETP

résiduel pour chaque donneur et chaque molécule, à toutes les concentrations, déterminé

comme suit:

ETP résiduel = ETPx / ETP base xl 00

ETPbasc= ETP de base, avant surcharge

ETPx= ETP obtenu pour la concentration « x »

De même pour le temps de latence :

Temps de latence (TL) résiduel = TLx/ TLbase xl00

TLbasc= temps de latence avant surcharge

TLx= temps de latence obtenu pour la concentration « x »

- 33 -



3.2 Résultats

3.2.1 Population et valeurs de référence

La population de sujets donneurs, recrutés parmi le personnel du service

d'hématologie biologique du CHU de Nancy, regroupe 4 femmes et 2 hommes pour un âge

moyen de 41 ans (27 - 58 ans). Ces sujets sont en bonne santé apparente et ne prennent aucun

traitement ayant des interactions significatives avec l'hémostase ou la coagulation plus

particulièrement.

Les paramètres moyens mesurés avant surcharge sont les suivants:

ETP = 1810 ± 246 nM.min

Temps de latence = 2,6 ± 0,3 min

Pic de thrombine = 330 ± 60 nM

Ces paramètres sont cohérents avec le référentiel local obtenu avec une population de

donneurs au sein du laboratoire, et également avec ceux de la littérature [32].

3.2.2 Profil général de réponse en fonction des différentes HBPM et du

fondaparinux

Comme attendu, la surcharge du PPP avec des concentrations croissantes en molécules

à activité anti-Xa prédominante aboutit à une modification du profil de génération de

thrombine traduisant une hypocoagulabilité. Globalement, plus l'activité anti-Xa plasmatique

augmente, plus l'ETP et le pic de thrombine diminuent, et plus le temps de latence se

prolonge. Pour chaque individu et pour chaque molécule étudiée, nous avons calculé les ratios

d'ETP, et de temps de latence (ETP et temps de latence résiduels), par rapport aux paramètres

avant surcharge. Pour certaines molécules et en particulier pour la tinzaparine, l'inhibition de
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la génération de thrombine est si puissante, qu'il est impossible de calculer les différents

paramètres au-delà d 'une certaine concentration. Ceci s'applique particulièrement pour le

calcul du pIC résiduel de thrombine, que nous n'avons par conséquent pas intégré à nos

calculs.

3.2.3 Variabilité inter-héparine

Pour un même donneur, les profils de concentration-réponse obtenus dans la gamme

de concentrations retenue sont très différents d'une HBPM à l'autre comme l'illustre la figure

9. L'inhibition de la génération de thrombine et en particulier l'ETP résiduel, peuvent parfois

varier du simple au double d'une HBPM à l'autre, à activité anti-Xa égale. Par exemple, sur

la figure 9, on note que pour la tinzaparine, la génération de thrombine est quasi nulle dès 0,4

VI anti-Xa/mL, alors que c'est loin d'être le cas pour toutes les autres HBPM.

Lorsqu'on calcule les pourcentages d'ETP résiduel et d'allongement du temps de latence,

pour chaque concentration d'HBPM et pour chacun des sujets, on constate que chaque HBPM

a un profil d'inhibition qui lui est propre.
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Figure 9 : Profil de réponse de chaque HBPM pour un sujet donné.

Les profils de génération de thrombine de chaque donneur avec toutes les molécules étudiées sont présentés en
annexes (figures 18 à 24).
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Si l'on s 'intéresse plus particulièrement à la variation de l'ETP, lorsqu'on superpose les

profils d'ETP résiduel de chaque HBPM en fonction de l'activité anti-Xa plasmatique, on

observe que les courbes d'inhibition sont relativement bien individualisées et que leur

répartition sur le graphe peut être calqu ée sur le ratio anti-Xa / anti-Ila de chaque HBPM (vide

supra tableau II). En effet, plus l'activité anti-Ila résidu elle est forte, plus l' ETP résiduel est

faible et tend vers 0 pour les fortes conc entrations (figure 10). Ainsi la tinzaparine dont le

ratio est de 1,8 exerce une activité inhibitrice sur l' ETP bien plus marquée que la bémiparine,

dont le ratio est de 8. Sur ce même graphe, on note que le profil du RO-14, qui n' a pas

d 'activité anti-IIa, est lui-même bien individualisé du profil de la bémiparine, avec un ETP

résiduel final aux alentours de 60%, à 1 UI anti-Xa/mL.
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Figure 10 : Comparaison de l'ETP résiduel moyen en fonction de la concentration et du type d'HBPM.
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En outre, un profil similaire est observé pour le fondaparinu x (figures Il et 12).

L' inhibition de la génération de thrombine n' est pas totale aux fortes concentrati ons et on

remarque que l'ETP résiduel moyen tend vers 60%, comme pour le RO-14, mais surtout on

note la présence d'un plateau , car à partir d 'une certaine concentration (à partir de 1,4

ug/ml.), l' ETP ne var ie plus (figure 12).
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Figure Il : Profil type de réponse au fondaparinux.
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Figure 12 : ETP résiduel moyen en fonction de la concentration en fondaparinux.
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3.2.4 Profils de réponse inter-individuels

Pour une même molécule testée , il apparaît que les réponses varient parfois

considérablement selon les donneurs. La figure 13 illustre les différences de profils de

réponse de 2 donneurs à 3 HBPM (RO-14, énoxaparine et tinzaparine), pour deux

concentrations (0,2 et 0,8 VI anti-Xa/mL). Ainsi dès 0,2 UI anti-Xa /mL, on note une

différence de réponse pour les deux sujets, et ce avec les 3 molécules étudiées. Ces

différences sont ensuite encore plus marquées à 0,8 UI anti-Xa/ml., où l'on remarque que

pour l'énoxaparine, le profil semble varier du simple au double entre les deux.

On note une tendance pour un même sujet à répondre plus ou moins fortement. En effet , sur la

figure 14, on constate que les profils des différents donneurs sont assez bien individualisés les

uns des autres mais surtout que les pourcentages d'ETP résiduel sont conservés pour toutes

les molécules. Ainsi, le sujet 4 est systématiquement celui qui montre une inhibition la moins

forte, alors que le sujet 3 est celui pour lequel l'inhibition est systématiquement la plus forte.
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Enfin, il faut noter que cette variabilité de réponse est également observée avec le

fondaparinux, comme l'illustre la figure 15. Le profil de réponse du sujet 5 est celui le plus

fréquemment obtenu, mais on remarque que ce profil varie entre les sujets 3 et 4 parfois à

l'extrême, pouvant atteindre une inhibition quasi-totale de la gén ération de thrombine (sujet

3).
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Figure 15 : variabilité inter-individuelle de réponse au fondaparinux.
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DISCUSSION
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Nous avons étudié l'effet de plusieurs molécules anticoagulantes dont l'activité est médiée

par l'AT (HBPM et fondaparinux) sur la génération de thrombine in vitro. Les HBPM

constituent une classe de médicaments très hétérogène et ne sont pas équivalentes entre-elles

en terme de propriétés anticoagulantes puisque chaque préparation est caractérisée par un

ratio d'inhibition anti-Xa / anti-Ila qui lui est propre, résultant de son mode de

dépolymérisation industriel [9]. Les répercussions de ces différences sur le profil

d'anticoagulation sont mal connues. En effet, les tests usuels de coagulation sont peu

sensibles aux HBPM et les mesures d'activités anti-Xa ou anti-lla plasmatiques ne sont qu 'un

simple reflet de la concentration en principe actif, et non une manière d'appréhender cette

efficacité anticoagulante; en outre, il existe de grandes disparités entre les héparinémies (anti­

Xa) attendues au pic pour chaque HBPM après administration d'une dose thérapeutique [30]

et cette mesure n'est pas corré lée avec l'efficacité clinique de ces molécu les [27,28].

9 Méthodologie

Plusieurs auteurs ont montré que la thrombinographie est une méthode appropriée pour

étudier voire monitorer l'effet anticoagulant des HBPM [36,37,38]. Cependant les conditions

expérimentales mises en œuvre lors de ces études sont sensiblement différentes (méthode

chromogénique, présence de plaquettes, concentrations en FT plus importantes ou encore

utilisation de plasma défibriné) . Nous avons, dans notre étude , déclenché la génération de

thrombine par du facteur tissulaire à 5 pM et des phospholipides à 4 u.M, conformément aux

recommandations pour des études en PPP [32]. Nous avons, de plus, délibérément choisi un

milieu réactionnel fermé et acellulaire, afin de limiter au maximum les facteurs de variabilité.

Ainsi, pour toutes les molécules testées, nous avons réalisé des surcharges in vitro afin, d'une

part, d'obtenir des gammes de concentrations homogènes et bien définies, de l'ordre des

concentrations thérapeutiques mesurées chez l'homme, et afin, d'autre part, de limiter la
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variabilité pharmacocinétique des principes actifs. De plus, nous avons travaillé en l'absence

de plaquettes (et de microvésicules), afin de s'affranchir de l'effet inhibiteur des plaquettes

sur l'activité des HBPM, qui constitue certainement l'un des facteurs de variabilité de réponse

les plus importants, notamment par la neutralisation partielle des molécules testées par le F4P

[39]. Dans notre système, l'inhibition de la coagulation est quasi exclusivement due à

l'activité de l'antithrombine et par conséquent, est très sensible à l'action des dérivés

hépariniques.

q Potentiel anticoagulant des molécules étudiées

Dans les conditions expérimentales retenues, nous avons pu mettre en évidence un effet

des molécules testées sur la génération de thrombine, traduisant un potentiel anticoagulant

attendu et ce dans une gamme de concentrations plasmatiques mesurées en pratique

thérapeutique courante. L'effet anticoagulant se traduit par une diminution de l'ETP, une

prolongation du temps de latence, associés à une réduction de la quantité maximale de

thrombine générée.

Les résultats renforcent la notion d'inéquivalence des HBPM entre-elles puisqu'à

concentration identique, on observe selon les molécules de grandes disparités dans les profils

de génération de thrombine, et ce malgré notre milieu réactionnel particulièrement fermé

(figures 9 et 13). Chaque HBPM possède un profil d'activité qui lui est propre, et nous avons

pu montrer que ce profil est directement fonction du ratio anti-Xa / anti-IIa (figure 10). Ceci

suggère donc que les différentes HBPM ont chacune une potentialité inhibitrice vis-à-vis de la

coagulation qui leur est propre. Plus l'activité anti-IIa résiduelle est importante, plus la

génération de thrombine (= Facteur lIa) est diminuée, ce qui est tout à fait cohérent et attendu.

Ainsi on remarque qu'en présence de tinzaparine, qui est dotée de l'activité anti-Ila la plus

forte dans notre étude (ratio anti-Xa / anti-Ila de 1,8), la génération de thrombine est la plus
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fortement et « rapidement» altérée, c'est-à-dire dès les plus faibles concentrations; cette

puissante activité inhibitrice de la tinzaparine a été aussi rapporté par Gerotziafas et al [36].

Inversement, pour les molécules n 'ayant pas de propriétés anti-lla (RO-14 et fondaparinux) , à

faibles concentrations, les thrombinogrammes sont peu modifiés par rapport au profil avant

surcharge. II est surprenant de constater qu'en présence de tinzaparine, la génération de

thrombine est considérablement réduite dès 0,4 UI anti-Xa/mL (ETPrésiducl < 20%), surtout

lorsqu'on met ceci en parallèle avec la concentration thérapeutique attendue au pic, qui est de

0,9 UI anti-Xa/mL. Ccci appuie le fait que la mesure de J'anti-Xa plasmatique ne reflète en

rien les répercussions sur la coagulation, à la réserve près de nos conditions expérimentales.

En outre, l'activité anti-Xa ne se reflète non pas sur l'ETP mais principalement sur la hauteur

du pic de thrombine générée et sur le temps pour l'atteindre, ce qui rend la génération de

thrombine plus prolongée dans le temps et le thrombinogramme plus « écrasé ». En effet, plus

l'activité anti-Xa est exclusive, moins l'ETP diminue, mais parallèlement moins le temps de

latence s 'allonge. Ainsi on peut s'apercevoir que pour le fondaparinux , au delà d 'une certaine

concentration (environ 1,4 ug/ml.) , l'ETP atteint un plateau et ne varie quasiment plus . Cette

notion de « plateau» avec le fondaparinux a déjà été notée dans des études de génération de

thrombine (de méthodologie toutefois différente) [J6]. L 'explication de ce phénomène réside

probablement dans la saturation de l'AT [40] : au-delà d 'un certain seuil de concentration en

fondaparinux , toute l'AT est mobilisée et aucun effet anticoagulant supplémentaire ne peut

être obtenu. Des expérimentations chez des volontaires sains ont étayé cette hypothèse

puisque l'effet de plateau est levé lorsqu'on surcharge le plasma en AT [41]. Cette hypothèse

est aussi supportée par une étude récente de l'effet sur la génération de thrombine du

rivaroxaban, un inhibiteur direct du facteur Xa, non AT-médié [42]. Dans celle-ci, aucun

effet-plateau n'a été noté, et des concentrations croissantes en rivaroxaban ont abouti à

l'inhibition quasi-totale de la génération de thrombine.
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Il est à noter que dans nos conditions, l'effet plateau est obtenu pour des concentrations en

fondaparinux de l'ordre de 1,4 ug/ml., ce qui correspond à la concentration maximale

moyenne attendue après une administration d'ARIXTRA® en thérapeutique [43]. De même,

au plateau, le niveau d'ETP résiduel est de l'ordre de 60%, niveau qui a été rapporté comme

étant suffisant pour inhiber la survenue de thrombose in vivo, dans un modèle animal (lapin)

de thrombose veineuse [16] .

~Mécanismes d'action dans les conditions expérimentales retenues : hypothèses

Les observations précédentes amènent à plusieurs hypothèses mécanistiques (figures

16 et 17) :

La comparaison de profils d'anticoagulants anti-Xa direct ou AT-médié permet d'éclaircir les

répercussions observées sur les thrombinogrammes. En effet, lorsqu'il est complexé au sein

de la prothrombinase, le facteur Xa est très bien protégé de l'action inhibitrice de l' AT, que

celle-ci soit potentialisée ou non par des glycosaminoglycanes [44] (alors qu'un anti-Xa direct

de faible masse moléculaire, tel que le rivaroxaban, est capable d 'inhiber le FXa libre et celui

complexé au sein de la prothrombinase) . Ainsi, une molécule anticoagulante anti-Xa, dont

l'action est médiée par l'AT, aura peu d'action sur le facteur Xa produit lors de la phase

d'initiation. En effet, celui-ci est formé à la surface des cellules portant le FT, par la tenase

extrinsèque, et il va s'associer sur cette même surface pour former la prothrombinase [2]. On

peut dès lors penser qu 'il existe peu de Xa disponible pour l'inhibition par l'AT, car, d'une

part , le FXa produit à la surface de ces cellules n'aurait pas à migrer en phase fluide pour se

fixer sur une autre surface cellulaire et d'autre part, car l'activité catalytique de la tenase

extrinsèque, si elle est élevée, est moindre que celle de la tenase intrinsèque (efficiency ratio

1,8 107 [3]). Par conséquent, selon cette hypothèse, une molécule anti-Xa spécifique et dont
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l'activité dépend de l'AT (tel que le fondaparinux) n'aura que peu d'effet sur le temps de

latence (figure 16).
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Figure 16 : Hypothèse du mécanisme d'action d 'un inhi biteu r spécifique du FXa médié par l'AT, dans nos
condit ions expérimentales.

En revanche, dès qu 'il existera une activité anti-Ila résiduelle (figure 17), se

surajoutera une activité inhibitrice sur les premières traces de thrombine formée; ainsi plus

l'activité résiduelle anti-Ila sera forte , plus l'anticoagulant allongera le temps de latence. En

outre , si un anti-Xa indirect spéc ifique inhibe peu la formation de la prothrombinase à la

surface des cellu les portant le FT, on peut légitimement penser que la majorité de son activ ité
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inhibitrice sera concentrée sur le FXa formé par la tenase intrinsèque, dim inuant ainsi la

formation du deuxième complexe prothrombinase, asse mblé à la surface des plaqu ettes. En

effet, l'activité catalytique de la tenase intrinsèque est bien plus importante que cell e de la

tenase extrinsèq ue (efficiency ratio 1,2 109 [3]) : ainsi il y aura une plus grande quantité de Xa

libre dans le milieu, potentiellement accessible à l'AT. Cec i aura it pour consé quence de

ralentir la propagation de la génération de thrombine et cela peut se vérifier sur le

thrombinogramm e avec le fondaparinux , où la pente de génération de thrombine est diminuée,

ainsi que le pic de thrombine et temps pour atteindre ce pic: la réac tion est plus prolongée

dans le temps.
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Figure 17 : Hypothèse du mécani sme d'action d'un inhibiteur du FXa avec activité anti-lla résidu elle
médié par l'AT, dans nos conditions expérimentales.
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Enfin, ces résultats confortent l'hypothèse selon laquelle l'activité inhibitrice des anti­

Xa spécifiques AT-médié est ciblée sur la formation du complexe prothrombinase, mais dès

qu 'il existe une activité anti-Ila résiduelle, celle-ci « prend le dessus » dans le retentissement

anticoagulant [45]. C 'est pourquoi, plus l'on tend vers une activité anti-Ila résiduelle forte ,

plus la génération de thrombine est altérée et ce retentissement se fait sur tous les paramètres

(ETP, temps de latence et pic).

Q Caractérisation de l'effet anticoagulant: peut-on se baser uniquement sur l'ETP ?

Ces considérations amènent à penser que l'évaluation et la caractérisation de l'effet

anticoagulant des molécules à activité anti-Xa prédominante ne peut pas se réduire

exclusivement à la mesure de l'ETP. Il semble plus opportun de s'attacher également à

observer attentivement le thrombinogramme lui-même, en particulier pour l'étude des

inhibiteurs spécifiques du FXa AT-médié. Gerotziafas et al [36] ont étudié la génération de

thrombine in vitro et après surcharge en différents anticoagulants AT-médiés en présence de

plaquettes et de facteur tissulaire recombinant, et ont également conclu que l'ETP n'est pas le

paramètre le plus sensible pour caractériser l'effet anticoagulant. Ils proposent de mesurer la

vélocité de la réaction, tenant ainsi compte du temps de latence et du pic de thrombine ; cette

étude fait toutefois état de biais méthodologiques non négligeables. Enfin, il serait peut-être

également judicieux de mesurer la vélocité de décroissance de la courbe, traduisant

indirectement l'activité de l'AT; mais ce paramètre est plus difficilement accessible.

Q Variabilité de réponse inter-individuelle

A côté de ces différences d'activités anticoagulantes des HBPM, nous avons pu

observer une variabilité de réponse inter-individuelle très marquée, alors que nous n'avons
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exploré que 6 individus. Pourtant les HBPM, si elles font état de différences entre-elles, sont

réputées pour avoir des paramètres pharmacocinétiques favorables et une homogénéité de

réponse entre les individus. Or, les résultats obtenus montrent clairement des disparités de

réponse (figures 13, 14 et annexes). De plus, cette variabilité est d'autant plus surprenante,

que nous avions choisi un milieu réactionnel très fermé . Cela suggère implicitement que les

variabilités de réponse in vivo devraient être encore plus marquées.

AI Dieri et al ont également noté des variations inter-individuelles dans une première étude de

génération de thrombine ex vivo en méthode chromogénique et en PPP défibriné [38]. Après

injection d'une même dose ajustée au poids chez 12 volontaires sains de 4 héparines de

différents poids moléculaire, ils ont remarqué que la même concentration en héparine pouvait

inhiber la coagulation plus fortement d'un individu à l'autre. La même équipe a confirmé

cette variation inter-individuelle dans une étude ultérieure (selon la même méthodologie) et

suggérant l'existence de forts et de faibles répondeurs, en montrant que cette différence ne

peut pas être expliquée uniquement par le poids de l'individu [46]. Bien que nos conditions

soient très différentes de celles d'Al Dieri , nous observons également l'existence de «fort- »

ou «faible-répondeurs»; en effet, la tendance à répondre fortement ou faiblement est

conservée chez un même individu, quelle que soit la molécule testée; ainsi sur la figure 14, le

sujet 3 (symbolisé par .A. ) est systématiquement celui qui répond le plus fortement vis-à-vis

de l'ETP, alors que le sujet 4 (symbolisé par Il ) est celui qui répond systématiquement le

moins.

Cette variabilité de réponse est somme toute facilement concevable pour des produits

d'origine naturelle, et dont la composition en chaînes polysaccharidiques n'est pas définie

avec exactitude. En revanche, la variabilité de réponse observée pour le fondaparinux n'était

pas attendue et s'explique mal, du fait de la nature fixe et bien déterminée de ce principe actif

synthétique. En effet, à coté d'un « profil-type» représenté par le sujet 5 sur la figure 15, nous
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avo ns obse rvé deux profil s particul ièrem ent différents, se situant chacun de part et d 'aut re du

profil moyen. Le sujet 3 se révèle être remarquableme nt sensible à l ' activité du fondaparinux ,

puisqu e pour les plu s fortes concentrations, la généra tion de thr ombine est quasiment nulle.

Inversemen t le suje t 4 montre un profil de réponse « atténué », avec une altération de la

génération de thro mbi ne bien plu s progressive et modérée par rapport aux autres vo lonta ires

sains, mais surtout, il se trouve que l'ETP ne varie quas iment pas et reste proche de la va leur

de base ava nt surc harge malgré l'augmentation en conce ntration (figure 18 et tabl eau III).

- ppp +fondaparinux 0,1 IJg/mL

- ppp +fondaparinux 0,2 IJg/mL

- ppp +fondaparinux 0,4 IJg/mL

- ppp +fondaparinux 0,8 IJg/mL

- ppp +fondaparinux 1 IJg/mL

- ppp +fondaparinux 1,4 IJg/mL

- ppp +fondaparinux 1,6 IJg/mL

- ppp +fondaparinux 1,8 IJg/mL6050

Individu 4
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Figure 18 : Profil de répon se après surcharge en fondaparinux chez le suje t 4.

Tabl eau III : Variation de l'ETP après surcharge avec du fondap arinux chez le suje t 4.

ppp
ppp + ppp + ppp + pp p + pp p + ppp + ppp + ppp +
0, 1 ug/ml, 0,2 ug/ml, 0,4 ua/ml, 0,8 ug/ml, 1 ug/ml, 1,4 ug/ml, 1,6 ua/ml, 1,8 ug/ml,

ETP 1932 1954 2040 2017 2096 2042 2 100 2112 2139

sn 37 67 6 2 1 106 64 83 27 115

Ce résultat constitue une preuve que l'ETP ne reflète pas entièreme nt un e act ivité plasm atique

anticoagulante et que l'observation du thrombinogramme mêm e est util e.
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Ceci amène à penser qu'il puisse exister des facteurs individuels de sensibilité aux

anticoagulants dont l'activité est médi ée par l'AT. En effet, la taille des chaînes de GAG ne

semble pas être le déterminant majeur de cette variabilité, puisqu 'un même individu conserve

sa capacité à inhiber plus ou moins fortement la génération de thrombine quelle que soit la

molécule, même avec le pentasaccharide. Cela pourrait être lié à l' existence d 'un

polymorphisme du gène codant pour l'AT, comme cela a déjà été décrit pour d 'autres

médicaments antithrombotiques (polymorphisme de VKORC 1 expliquant une résistance au

. . dl' . K [47] 1 1 . PI A l/A2
-Ô r 1traitement par antagoniste e a vitamme , po ymorp nsme aSSOCIe a a

sensibilité de répon se à l'aspirine [48], ou encore polymorphisme H l/H2 du gène de P2Y 12

potentiellement associ é à une variation de sensibilité de réponse au clopidogrel [49] , entre

autres).
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CONCLUSION
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La thrombinographie, dans les conditions expérimentales retenues, a permis de mettre en

évidence l'activité inhibitrice vis-à-vis de la coagulation de plusieurs HBPM ainsi que du

fondaparinux, dans une gamme de concentrations observées en pratique courante.

L'inéquivalence des HBPM entre-elles, admise sur le plan biochimique et structural,

a également été observée quant à leur capacité à inhiber la génération de thrombine.

En effet, des différences importantes entre les principes actifs, en ce qui concerne

leur retentissement global sur la coagulation in vitro, ont été mises en évidence. Il

apparaît que ce retentissement, évalué notamment à travers l'ETP résiduel obtenu

avec chaque concentration, est fonction du ratio anti-Xa / anti-IIa, propre à chaque

préparation.

Ainsi , la thrombinographie apparaît comme une méthode de choix pour la mise en

évidence du retentissement des HBPM sur la coagulation et des différences de

profils entre chaque préparation. De ce fait , cette technique peut s'avérer très utile

dans le développement de génériques, car celui-ci se heurte à de nombreuses

difficultés quant à la démonstration de l'équivalence entre la préparation générique

des chaînes polysaccharidiques et la préparation princeps [50).

De façon inattendue, une grande variabilité de réponse à une même molécule a été

notée entre les sujets, et ce avec toutes les molécules testées, même avec le

fondaparinux . Ces différences de réponse ont été observées dans des conditions

expérimentales particulièrement fermées, visant à limiter au maximum les facteurs

de variabilité, notamment pharmacocinétiques (absorption SC ou fixation non

spécifique cellulaire ou protéique) et dans une population de volontaires sains
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restreinte (N=6). Le retentissement in vivo de cette variabilité n' est pas connu, mai s

on peut légitiment éme ttre l'hypothèse que, si elle n 'est pas plu s marquée, elle

devrait être au moins aussi importante .

Enfin, ces résultats, avec toutes les limites due s aux conditions expé rimenta les

choisies, peuvent amener , après étude ex vivo, à améliorer la prescription des HBPM

et du fondaparinux, en tendant vers des thérapeutiques adaptées à chaque patient, en

particuli er dans les populations chez qui la qu estion d'une adaptation de dose peut se

poser (par exemple, prophylaxie à do se fix e chez les obèses ou posologie chez

l'insuffisant rénal).
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Figure 20 : Thrombinogrammes obtenus chez le sujet 2 avec les 6 HBPM .
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Figure 22 : Thrombinogrammes obtenus chez le sujet 4 avec les 6 HBPM .
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Figure 24 : Thrombinogrammes obtenus chez le sujet 6 avec les 6 HBPM.
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Figure 25 : Thrombinogrammes obtenus chez les 6 sujets avec le fondaparinux.
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