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I n  t h i s  t h e s i s  we want t o  c o n t r i b t l t e  t o  t h e  unders tand ing o f  the 

mechanisms t h a t  u n d e r l y  th rombin  gene ra t i on  i n  plasma and o f  t h e  ways i n  

which these  mechanisms can be i n t e r f e r e d  w i t h  by drugs o f  t h e  hepa r in  

f a m i l y .  

We f i r s t  developed a  method t o  determine t h e  course o f  thronlb i r l  forma- 

t i o n  and disappearance under c o n d i t i o n s  as near as p o s s i b l e  t o  t h e  phys io -  

l o g i c a l  s i t u a t i o n  and w i t h  enough p r e c i s i o n  t o  a l l o w  c a l c u l a t i o n  o f  t h e  

course o f  prothrombinase a c t i v i t y .  The method can be a p p l i e d  t o  d e f i  b r i -  

na ted o r  non d e f i b r i n a t e d  p l a t e l e t  poo r -  as w e l l  as p l a t e l e t  r i c h  plasma. 

I n  essence t h i s  method i s  t h e  t i m e  honoured th rombin  generat l ion t e s t .  

Thrombin concen t ra t i ons  were es t ima ted  spec t ropho tomet r i  c a l l  y by t h e i r  

a m i d o l y t i c  a c t i o n  on a  chranogenic subs t ra te .  At  any mmen t  dur i lng such a 

t e s t  t h e  v e l o c i t y  o f  th rombin  gene ra t i on  i s  t h e  r e s u l t a n t  o f  t h e  ac t iwa t i o ln  

o f  p r a t h r m b i  n  by prothrombilnase and t h e  i n ~ a c t i v a t i  on o f  th rombin  by a n t i  - 
thrombi ns. We determined t h e  v e l o c i t y  o f  p ro thrombin  a c t i v a t i o n  ( p r o -  

th rambinase a c t i v i t y )  by addilng t h e  c a l c u l a t e d  breakdown v e l o c i t y  of 

th rombin  t o  t h e  e x p e r i m e n t a l l y  assessed r a t e  o f  tl.irombin forrnati ion o r  

d i  sappearance. The breakdown v e l o c i t y  was c m p u t e d  b y  mu1 t i  p l  i c a t i o n  o f  t he  

f r e e  th~ romb in  c o n c e n t r a t i o n  by t h e  pseudo f i r s t  o rde r  r a t e  cons tan t  o f  

decay. T h i s  cons tan t  was determined by measur ing t h e  r a t e  o f  th rombin  

disappearance a f t e r  b l o c k i n g  pro thrombinase a c t i  w i t y .  It i s  t h e  sum o f  t h e  

r a t e  cons tan ts  o f  each o f  t h e  i n d i v i d u a l  an t i th rornb ins .  O f  t hese  the i n -  

a c t i  v a t i o n  by a" 2 Macroglobiwl i n  ( o! 2M) reqwi res  separa te  deternn inat i  on 

because t h e  th rombin-  a(2M cwnplex h~as a  r e s i d u a l  a m i d o l y t i c  a c t l v i l y .  We 

c a l l e d  t h e  r a t e  cans tan t  o f  t h e  non a(2M a n t i t h r o m b i n s  (ma in l y  a n t i t h r o m b i n  

I I I  (CAT I I I ) ]  k l  and t h a t  o f  a2M. k 2 .  The r a t i o  of kl  t o  k 2  c o u l d  be 

ob ta ined  f rom t h e  r a t i o  o f  t h e  amounts o f  AT 111 bound thrombin  t o  0 1 2 M  

bound th romb in  a t  t h e  end o f  t h e  exper iment.  It c o u l d  be shown t h a t  k l  andl 

k2 can be regarded as canstant  d u r i n g  i n  t h e  course o f  t h e  exper iment.  

Once k h  and k 2  are  known i t  i s  p o s s i b l e  t o  c a l c u l a t e  t h e  breakdown 

v e l o c i t y  o f  th rombin  and t h e  v e l o c i t y  o f  t h e  f o r m a t i o n  o f  si2f"l-thrombin a t  

any sampl i n g  mment .  Hence t h e  pro thrombin  conve rs ion  rake can be c a l c u -  

l a t e d  a t  any mcment and t h e  t'inne course o f  prothrambinase a c t i v i t y  caln be 



obta ined.  A c m p w t e r  program was w r i t t e n  t o  c a r r y  o u t  these c a l c u l a t i o n s .  

The method was v a l i d a t e d  .in two CilFPerent ways. F i r s t  we determined 

exlperimental I y t h e  t i m e  course o f  t h e  concen t rak i  ons o f  p r o t h r m b i n ,  throm- 

b i n  and q 2 M  bound r thro~nbin i n  plasma a f t e r  t r i g g e r i n g  w i t h  t h rombop las t i  n. 

Then we c a l c u l a t e d  t h e  t i m e  course o f  p r o t h r m b i n  and M X ~ - t h r o m b i n  f rom 

t h e  th rombin  activities. A c l o s e  s i ~ m i l a r i  t y  between t h e  exper imenta l  and 

t h e  c a l c u l a t e d  values was observed. 

Second1 y, we made plasma d e f i c i e n t  i n  AT I II, and/or M PW by imrnuno- 

adsorp t ion .  The t i m e  course o f  p ro thrombinase ob ta ined  i n  t h e  absencle of aln 

a n t i t h r o m b i n  was shown t o  be i n d i s t i n g u i s h a b l e  f rom t h a t  i n  i t s  presence i f  

I n  t h e  c a l c u l a t i o n s  t h e  cor respond jng decay constavlts were pu t  t o  zero. 

These exper i~ments a1 I owed us t o  ca l  cu l  a t e  t h e  r e l a t i  ve  impor tance o f  t h e  

d i f f e r e n t  a n t i t h r o m b i n s  f o r  t h ~ e  decay o f  th rombin  i n  plasma. We found t ha t  

AT I I I ,  W 2 M ,  and non AT I I I  - non o[2M (p robab ly  m a i n l y  q1 a n t i t r y p s i n )  

c o n t r i b u t e d  r e s p e c t j v e l y  64%, 22% and 14% t o  t h e  v e l o c i t y  o f  th rombin  

decay. 

A1 though apparent1 y s o p h i s t i c a t e d ,  our  techlnique can be e a s i l y  appl i e d  

i n  any l a b o r a t o r y  p r o v i d e d  w i t h  a  s p e c t r o p h o t o m e t e r  and a p e r s o n a l  

computer. The computer showed t o  be a v a l u a b l e  a i d  i n  t hese  exper iments n o t  

on l y  f o r  t h e  above ment ioned c a l c u l a t i o n s  b u t  a l s o  because i t  was used f o r  

t h e  automat ic  r e g i s t r a t i o n  o f  sampl ing t imes  and o f  i n c u b a t i o n  t irnes w i t h  

t h e  chrarrogenic subs t ra te .  Th i s  a l l owed  us t o  sample a t  3 -4  seconds 

i n t e r v a l s  if necessary.  I n  t h i s  way we c o u l d  r e l i a b l y  determine h a l f - l i f e  

t imes  o f  endogenous th romb in  as s h o r t  as 6 sec, such as they  a r e  seen when 

hepa r in  i s  added t o  plasma i n  t h e r a p e u t i c  c o n c e n t r a t i  ons. 

As f a r  as we know ou r  exper iments a r e  t h e  f i r s t  t o  approach t h e  t i m e  

course o f  p ro thrombinase I n  plasma. They a l l owed  us t o  c o n f i r m  t h e  impor -  

t a n t  r o l e  o f  t r a c e s  o f  th rombin  i n  t h e  i n i t i a l  phase o f  c o a g u l a t i o n  postu-  

l a t e d  A. H u r l e t  - B i r k  Jensen, F .  Jossio and ou rse l ves  i n  1976 and t o  

o b t a i n  a b e t t e r  i n s i g h t  i n  t h e  mode o f  a c t i o n  o f  hepar ins .  

Con t ra ry  t o  t h e  g e n e r a l l y  accepted v iew i t  appeared t o  us t h a t  c l a s -  

s l  c a l  u n f r a c t i o n a t e d  hepa r i  n  (UFH) has h a r d l y  any i n f l u e n c e  on pro thrombi  - 
nase fo rma t i on  t r i g g e r e d  v i a  t h e  e x t r i n s i c  pathway i .e. by s e c a l c i  f i c a t i  on 

i n  t h e  presence of '  t h r m b o p l a s t i n .  I t s  r o l e  i s  e s s e n t - i a l l y  t h a t  of  an 

r a t a l  y s t  o f  AT I I I  dependent th rombin  i n a c t i v a t i o n  o n l y .  

When p r s t h r m b i n a s e  a c t i v i t y  i s  t r i g g ~ e r e d  v i a  t h e  i n t r i n s i c  system 



When p r o t h r m b i n a s e  a c t i v i t y  i s  t r i g g e r e d  v i a  t h e  li n t r ' i n s i  c  system 

( r e c a l  c i f i c a t i o n  i n  t h e  presence o f  phospho l i p i ds  and k a o l i n ) ,  hepa r in  does 

i n f l u e n c e  prothrombinase fo rma t i on  because, i n  t h a t  case, t h e  decrease o f  

a v a i l  ab le  th rombin  slows down t h e  th rombin  dependent feedback a c t i v a t i o n  a f  

f a c t o r  Y I I I .  T h i s  r e s u l t s  i n  a  p r o l o n g a t i o n  o f  t h e  l a g  t i m e  as w e l l  as i n  a  

decrease o f  t h e  amount o f  prothrombinase formed. The l a t t e r  phenomenon can 

be exp la ined  by t h e  r a p i d  AT I I I -  and hepa r in  dependent I n a c t i v a t i o n  o f  

f r e e  f a c t o r  I X a  t h a t  we observed. If t h e  gene ra t i on  o f  f a c t o r  W1EI1, i s  

s low,  f a c t o r  I X a  cannot be p r o t e c t e d  f rom t h i s  i n a c t i v a t i o n  and 1s p a r t l y  

consumed be fo re  adequate f a c t o r  V l  IIa l e v e l s  a r e  a v a i l a b l e ,  T h i s  a c t i v a t i  on 

o f  f a c t o r  VIII  by th romb in  thus  i s  o f  prime importance f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  

t h e  f a c t o r  X a c t i v a t i n g  complex ( tenase)  and t h e r e f o r e  f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  

p ro thrombinase v i a  t h e  i n t r i n s i c  pathway. Indeed, i f  tenase i s  added ready 

made t o  t h e  system, hepa r in  w i l l  n o t  i l n h i b i t  t h e  prothrombinase formled. 

We conclude t h a t  AT 111-hepar in i n  plasma does n o t  a c t  a t  t h e  l e v e l  

of f a c t o r  X,. Our observat ions  co r robo ra te  t h e  conc lus ions  o f  Flavci n i a c k  

(1973) and of Josso and BGguin r e p o r t e d  i n  1981 on t h e  p r o t e c t i o n  o f  f a c t o r  

Xa from t h e  a c t i o n  o f  AT 111 and hepa r in  by f a c t o r  Wa and ph~asphol i p i d .  

Moreover, t h e y  a l l o w  us t o  conclude t h a t  t h i s  p r o t e c t i o n  must be v i r t u a l l y  

complete.  Not o n l y  i s  f a c t o r  Xa  p r o t e c t e d  i n  prothrombinase b u t  a1 so f a c t o r  

I X a  i n  tenase. 

These r e s u l t s  j u s t i f y  an i n t e r e s t  i n  new pharmaceut ica ls  o f  t h e  h e p a r i n  

f a m i l y  t h a t  may be ab le  t o  i n h i b i t  a t  t h e  l e v e l  o f  f a c t o r  Xa. I n  t h e  l a s t  5 

y e a r s  t h e r e  has been a  ra lp id l y  growing body o f  knowledge on t h e  mode o f  

a c t i o n  o f  f ragments and f r a c t i o n s  o f  hepar in .  The consensus. i s  t h a t  low 

moll ecw la r  we ight  hepar i  ns (LMWM) have a  decreased a c t i v i t y  a g a i n s t  th rombin  

b u t  remain a c t i v e  aga ins t  f a c t o r  X a .  

TRi s  c o n c l ~ l s i o n  stems f rom obse rva t i ons  li n  whl ch ( p a r t i a l  I y )  pw1r.E f i cd  

f a c t o r s  have been used. The mode o f  a c t i o n  o f  LWW on t h e  endogenously 

a c t i v a t e d  f a c t o r s  o f  c l o t t i n g  plasma i s  s t l i l l  unknown. Since i n  t h e  case o f  

u n f r a c t i o n a t e d  h e p a r i n  t h e r e  are  a p r e c i a b l e  d i f f e r e n c e s  between t h e  a c t i o n  

o f  hepa r in  on endogenous f a c t o r  11,. IX, on Xa and on f r e e  f a c t o r s ,  we a1 so 

t e s t e d  t h e  e f f e c t  o f  a  s e r i e s  of LMJH on prothrombinase fo rma t i on  i n  plasma 

It appeared t h a t  two c lasses o f  LMWH caln be d i s t i n g u i s h e d .  One c l a s s  

t h a t  we c a l l e d  S t y p e  a f t e r  i t s  p r o t o t y p e  Standard  h e p a r h ,  docs induce a  

dose delpendent i n~c rease  o f  t h e  i n a c t i v a t i o n  o f  endogenous th rombin .  The 



o t h e r  c l ass ,  t h e  P t ype ,  o f  which the  Ghoay Eentasacchar ide  ( C Y  234) i s  t h e  

p ro to t ype ,  has no i n f l u e n c e  rxhatsoever on th rombin  decay. The S type 

hepa r ins  do not  o r  h a r d l y  i nhii ' b i t  prothrombinase a c t i v i t y  wlhereas t h e  P 
t ype hepar ins  do. Apart  f rom stalndard u n f r a c t i o n a t e d  h e p a r i n  C Y  216 

R (Frax- i lpar ine ) and iCY 222 be long t o  t h e  S c lass .  The P c l a s s  canpar ises  t h e  

pentasaechar ide,  EMT 965 and EMT 967. RK 10169 (Enoxapar ine]  i s  a mixed 

t ype ,  p o s s i b l y  a m i x t u r e  o f  a  P and an S t y p e  hepa r in .  

The r e c o g n i t i o n  o f  two types a f  heparSns has i m p o r t a n t  consequences f o r  

t h e  s t a n d a r d i z a t i o n  o f  hepa r i~n  p repa ra t i ons .  On t h e  one hand ewery S type 

hepa r in  can now be e a s i l y  compared t o  a  s tandard  w n f r a c t i o n a t e d  hepar in .  

The AT IIT dependent decay o f  endogenous thrombin,  t h e  o n l y  pr imary  e f f e c t  

o f  these hepar ins  i n  plasma, shou ld  be used as a  y a r d s t i c k .  On t he  o t h e r  

hand hepar ins  o f  t h e  P t y p e  as w e l l  as t h e  mixed t y p e  hepa r ins  have a 

mechanism o f  a c t i o n  t h a t  i s  fw~nda~rvental y d i f f e r e n t  f rom c l a s s i  call hepar in .  

There fore ,  no r a t i o n a l  canpar ison w i t h  a  s tandard  u n f r a c t i o n a t e d  h e p a r i n  i s  

p o s s i b l e .  

The same h o l d s  m u t a t i s  rnutandis f o r  t h e  c l l i n i c a l  s i t u a t i o n .  I f  indeed 

u n f r a c t i o n a t e d  h e p a r i n  e x e r t s  i t s  a c t i o n  v i a  t h e  i n h i b i t i o n  o f  tlhrombin 

then t h e  5 t ype hepar ins  w i l l  a c t  l i k e  UFH, be i t  w i t h  d i f f e r e n t  and 

probab ly  much more favou rab le  p h a m a c o k i n e t i  c  p r a p e r t i  es. P  t y p e  hepa r ins  

oln t h e  c o n t ~ r a r y  a re  o f  a  comp le te l y  d i f f e r e n t  type and shou ld  be cons idered 

new drugs w i t h  unknown e f f e c t s  on th rombos is  and haemostasis. 

We a l s o  i n v e s t i g a t e d  t h e  semisyn the t i c  h e p a r i n - l i k e  drug pentosane 
R po lysu~ lpha te  (PPS, Mi.maclal- ). L i  ke hepa r in  i t  caus~es a dose dependent 

i nc rease  of t h e  decay o f  th rombin ,  l y g  PPS h a v i n g  t h e  e f f e c t  o f  0.045 ~g 

UFW. Th is  e f f e c t  i s  comple te ly  dependent upon plasma c o f a c t o r s .  About 35% 

o f  t h e  co fac to r  a c t i v i t y  can not  be a t t r i b u t e d  t o  AT P I T .  P rabab ly  h k p a r i n  

c o f a c t a r  I 1  I s  t h e  resplonsl b l e  c o f a c t a r  f o r  t h a t  p a r t .  

The i n h i b i t i o n  o f  f a c t o r  V I I I  a c t i  wat ion  by PPS, demonst~rated by 

Wagenvoord et a l .  w i t h  p u r i f i e d  f a c t o r s ,  a l s o  s e m s  t o  occur  i n  whole 

plasma. The Snhi b i t i o n  cou ld  be shown n o t  t o  be due t o  an a c t i o n  an f a c t o r  

I X a ,  c o n t r a r y  t o  t h e  conc lus ion  o f  F i  scher  e t  a1 . 
We t r i e d  t o  use PPS as a  means t o  demonstrate t h e  e x i s t e n c e  o f  t h e  

Jossa loop,  i . e .  a t h rmnbop las t i n  induced f a c t o r  WIII and I X  dependent 

pathway of f a c t o r  X a c t i v a t i o n .  Th is  pathway i s  thought  t o  became i m p o r t a n t  

if t h e r e  i s  no t  enough t h r s m b o p l a s t i n  t o  ensure t h e  d i r e c t  ra lp id a c t i v a t i o n  



o f  f a c t o r  X by f a c t o r  VII  and t h r m b o p l a r t ~ n ,  Indeed i t  !$as observed t h d t  

t h e  i n h i b i t i o n  by  PPS o f  t h e  e x t r i n s i c  prothrombinase gene ra t i on  i o depen- 

dent  upon t h e  potency o f  t h e  t h r m b o p l a s t i n  used, n i t h  t h rombop las t i  n  

concen t ra t i ons  up t o  k : 10 t h e r e  i s  no i n h i b i t i o n  t o  speak o f .  I f  t h e  

d i l u t i o n  i s  1 : 40 o r  h ighe r ,  i n h i  b i t i o n  approaches 262, independent of t h e  

PPS c o n c e n t r a t i o n  between I and 10 ygJml . 
A second l i n d i c a t i a n  f o r  t h e  e x i s t e n c e  o f  t h e  Josso l o o p  i s  t h e  f a c t  

t h a t  i n  haemophil i a  A o r  & plasma, c o n t r a r y  t o  normal plasma, PPS does not  

i nh i  b i t  thrombopl  a s t i n  induced prothrornbinase genera t ion .  S u r p r i s i n g l y ,  i n  

haennophi l i a  plasma, PPS induced an i nc rease  o f  prothombilniase a c t i v i t y .  

Hepar in  has t h e  same e f f e c t .  We were unable t o  f i n d  an e x p l a n a t i o n  f o r  t h i s  

phenomenon. There a re  i n l d i c a t i o n s  t h a t  i t  a l s o  occurs  i n  normal plasma. I f  

PPS shows b o t h  aln i n h i b i t i n g  and an a c t i v a t i n g  a c t i o n  i n  nonnal  plasma than 

t h e  i n h i b i t i o n  o f  prothrombinase observed ( -20%) cannot be used t o  

q u a n t i f y  t h e  c o n t r i l b u t i o n  o f  t h e  Josso Loop b u t  must be regarded as i t s  

lower l i m i t .  

I n  an a t tempt  t o  f u r t h e r  approach p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s  we a l s o  

s t u d i e d  p l a t e l e t - r i  ch plasma. T h i s  nvol  wed t h e  s o l u t i o n  o f  t e c h n i  cal  

d l i f f i c u l t i e s  caused by t h e  presence o f  f i b r i n o g e n  and t h e  u n s t a b i l i t y  o f  

t h e  p l a t e l e t s .  We adapted o u r  t echn ique  so t h a t  i t  was p o s s i b l ~  t o  measure 

t h e  course a f  th rombin  fo rma t i on  i n  plasma c o n t a i n i n g  a  f i x e d  number a f  

p l a t e l e t s  [300.000/1~1) w i t h i n  two hours  a f t e r  venipunctulre. A spontaneous 

b u r s t  o f  th rombin  gene ra t i on  i s  seen i n  p l a t e l l e t  r i c h  plasma a f t e r  a  l a g  

t i m e  o f  8 - 101 rnin. I n  p l a t e l e t  poor plasma t h i s  i s  n o t  seen. We were 

s u r p r i s e d  t o  f i n d  t h a t  n e i t h e r  s t i r r i n g  n o r  t h e  presence o f  co l l agen  i n -  

f l uenced  t h e  l a g  tlime o r  t h e  amount o f  th rombin  formed. Ih ro~mboplas t !n  i n  a 

d11u"a io  so h i g h  as not  t o  inf lueln lces th rombin  gene ra t i on  d u r i n g  20 n114n .in 

a  sample o f  p l a t e l e t  poor plasma decreases t h e  l a g  t l rne I n  p l a t e l e t  r j c h  

plasma by 3-5 min. 

T h i s  c o o p e r a t i v e  e f f e c t  o f  p l a t e l e t  and ti1 ssue f a c t o r  t o  our know1 edge 

has n o t  been desc r i bed  before .  We cou ld  show t h a t  i t  was media ted by t r a c e  

amounts o f  th rombin ,  as i t  was i n h i b i t e d  by l ow  co~ncen t ra t i ons  o f  h i r w d l n  

(0.2 - 2 U / m l J  and s imu la ted  by l ow  amounts o f  t h romb in  (0.5 - 5 n ~ l .  The 

e f f e c t  c o u l d  no t  be ob ta ined  by t h e  a d d i t i o n  o f  f a c t o r  V o r  f a c t o r  V,. 

Procoagul  an t  phosphol i p i d s ,  however, d i d  cause a  s h o r t e n i n g  o f  t h e  I ag 

t ime.  It seems probab le  t h a t  t h e  p r o d u c t i o n  o f  p rocoagu lant  phospho l i p i ds  





c l o t t i n g  plasma o f  t h r e e  a m p l i f y i n g  mechanisms: The J o r s a  l o o p ,  t h e  feed- 

back a c t i v a t i o n  o f  f a c t o r  V I l l  by thrombin  and t h e  a c t i v a t i o n  o f  p l a t e l e t s  

by thrombin .  The main e f f e c t  o f  t h e  l a t t e r  seems t o  be t h e  exposure 06 

procoagu lan t  phospho l i p i ds  and, f o r  c l o t t i n g  -in t h e  presence o f  hepa r in ;  

t h e  r e l e a s e  o f  p l a t e l e t  f a c t o r  4. 

We observed a  c o o p e r a t i v e  e f f e c t  a f  l a w  concent l ra t i  ons o f  t h ron~ba-  

p l a s t i n  and p l a t e l e t s  t h a t  may impor tan t  i n  v i v o  lif th rombin  'lis genera ted 

as a  r e s u l t  o f  by  l i m i t e d  t i s s u e  damage. We demonstrated t h a t  c l a s s i c a l  

h e p a r i n  i n  plasma a c t s  p r i m a r i l y  on t h e  decay o f  t h r m b l n  and t h a t  decay of  

f a c t o r  Xa and I X a  v i r t u a l l y  comp le te l y  prevented by t h e  presence o f  phos- 

p ihe l i p i ds  and f a c t o r  V a  and tJILla. The a c t i o n  o f  hepar in-AT I I I  on t h r o ~ n b i n  

e n t a i l s  i n h i b i t i o n  o f  t h e  f e e d b a c k  a c t i v a t i i o s  o f  f a c t o r  VII l  a n d  

p l a t e l e t s .  Me were a b l e  t o  show t h a t  one c l a s s  o f  l ow  mo lecu la r  we ight  

hepa r ins  ( t h e  S t ype  hepa r ins )  a c t s  e s s e n t i a l l y  1 i k e  c l a s s i c a l  h e p a r i n  

does, whereas o thers ,  t h e  P t y p e  hepa r i  ns , do i n h i b i t  p r o t h r m b i n a s e  and 

have no a c t i o n  on th rombin .  

Me hope t o  have demonstrated t h a t  exper iments i n  whole plasma, w i t h  o r  

wi tholst  p l a t e 1  e t s  , alre a necessary 1 i n k  between b i  ochetni ca l  s tud ies  on 

p u r i f i e d  f a c t o r s  and i n  v i v o  exper iments on t h ~  phys io logy  and pharmacology 

o f  h a m o s t a s i s  and th rombos is .  

Many ideas i n  t h i s  t h e s i s  o r i g i n a t e d  f rom my l o n g  coopera t ion  w i t h  

F ranco i s  Josso. I am g r a t e f u l  t h a t  I had t h e  o p p o r t u n i t y  t o  pursue them i n  

h i s  s p i r i t .  



D i t  p r o e f s c h r i f t  w i l  een b ~ j d r a g e  l eve ren  t o t  de kenn i s  van h e t  mechan/siire 

van de voml ing van t rornbine i n  plasma en van de rem i rag  daarvan door 

hepar ine  en hepa r jneach t i  gle s t o f f e n .  

Ee rs t  on tw ikke lden  w i j  een methode om he t  ~ e r l l o o p  van de t rombice  

a c t i v i t e i t  i n  plasma t e  meten onder amstandlgh~eden dlie de f y s i o l o g i s c h  

s i t u a t i  e d i c h t  benaderen. De nauwkeur igheid en de f r e q u e n t i e  van beman- 

s t e r i  ng maak ten  h e t  mogell i j k  om u i t  de t ramb i  n e c o n c e n t r a t i  es de protrorn-  

b inase a k t i v i t e i t  t e  berekelnen. De methode kan worden toegepast  op a l  dan 

n i e t  g e d e f i b r i n c e r d ,  p l a a t j e s a n  o f  p l a a t j e s r i i j k  plasma. 

I n  wezen gaat h e t  om de vanouds bekende t romb ine  g e n e r a t i e  t e s t  waanbi j 

de t rornbine c o n c e n t r a t i e s  s p e c t r o f o t m e t r i  sch bepaal d  worden m.b.v. een 

chromogeen s u b s t r a a t .  Op i e d e r  t i j d s t i p  gedurende zo b n p r o e f  i s  de gemeten 

t romb inevomi  ngssnel h e l d  de resu l  t a ~ n t e  van de prothrombinase a s t  i v i  t e i  t en 

de snel he id  van i n a c t i v e r i n g  t.g.v. a n t i t r o m b l n e s .  Mi j verkregen de a f -  

'braaksnel h e i d  van t romb ine  door doze t e  berekenen u i  t de t rombt neconcen- 

t r a t i e  en de pseudo e e r s t e  o rde r  a fb raak  constante  van trambiine. Deze 

afbraak constante  werd bepaald door de t romb ine  v e r d w i j n i n g  t e  meten na h e t  

b lokkeren van de prothrombinase a c t i v i t e i t .  De zo gevonden constante  i s  de 

sorni van de i n d i v i d u e l e  constantes  de v e r s c h i l l e n d e  an t i t , r omb ines  i n  h e t  

plasma. De constante  van&(-2 macrogilobul i n e  (q2M) moet a p a r t  bepaald worden 

omdat h e t  t r omb jne  N-2bl c m p l e x  een amlidol y t i  sehe n c t i v i t e i t h e e f t .  

k l  m m d e n  w i j  de ~ n e l h e i d s c o n ~ s t a ~ n t e  van de n i e t  a f h a n k e l i j k e  a f b r a a k -  

constante  ( d . 1 .  voornamelijk t .g.v.  a n ~ t i t r o m b l n e  111 (AT  I I I ) ) ,  de d2M 
afhankel 3 jke  a fbraakconstante  werd k 2  genoemd. Die verhaluding van kl en k 2  

kan bepaald worden door de verhouding t e  meten van de hoeveel  heden t rornbine 

d i e  na a f l oop  van de p roe f  aan AT 111 en aan d2MI gebo~nden r i j n .  W i j  toon~den 

aan d a t  kl en k 2  constant  s l j i n  gedurende de l oop  valn h e t  exper iment.  B i j  

bekende kl en k 2  kan mlen op i e d e r  t i j d s t i p  waarop een monster  getrokke~n i s  

de v o n i  ngscnel h e i d  van M I I I  - t romb ine  en o(2M-trom'bine berekenen. 

De protrornbine omse t t i l ngssne lhe~d  kan dan op i e d e r  mment  berelkend 

worden door de exper imentee l  gemeten s n e l h e i d  en de afbraaksnelheden op t e  

t e l l e n .  E r  werd een cmputerprograinnna geschreven om deze berekeningen u i t  

t e  voeren. 
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( C V  216, C V  222) v e r s n e l l e n  de i n a c t i v e r i n g  van t r o rnb ine  doo~ r  AT PI I nuaar 

hebben geen d i r e c t e  w e r k i n g  op "Rt prot ro inbi rcase.  De tweede k l a s s e ,  h e t  P - 
t y p e ,  vernoemd n a a r  Choays & n t a s a c c h a r i d e  (G'd 234) h e e f t  geein u e r k l n g  op 
de AT IIIZ - t r omb ine  i n t e r a c t i e ,  maar r e m t  h e t  prot rornbi inase wel ,  T o t  deze 

g roep  behoren  naas t  h e t  p e n t a s a c c h a r i d e  de s t o f f e n  TMT 966 en WT 967. PK 

10169 i s  van een gemengd t y p e ,  m o g e l i j k  i nde rdaad  een mengsel van twee a f  
meer h e p a r i  nes. 

Met  onderkennen van twee k l a s s e s  h e p a r i n e  h e e f t  b e l  a n g r i  j k e  gevo l  gen 

v o o r  de s tandaard1ser l ;ng  van hepa r i nep repa ra ten .  E n e r z i j d s  kan men de 

h e p a r i  nes wan h e t  S t y p e  ongedwongen met een s t andaa rdhepa r i ne  v e r g e l  i j ken. 

De e n i g e  pa rame te r  d i e  i n  plasma doo r  t o e v o e g l n g  van deze h e p a r i n e s  

v e r a n d e r t ,  n l .  de a fb raak  c o n s t a n t e  van endogeen t r o m b i n c ,  moet d a a r b i  j de 

m a a t s t a f  z i j n .  Ande r i  j d s  kunnen h e p a r i n e s  van h e t  P t y p e  n i e t  met d i e  van 

h e t  S t y p e  worden ve rge leken  omdat z% j een geheel  v e r s c h i l l e n d  w e r k i n g s -  

mechani  sme hebben. I e d e r e  v e r g e l  l j k i  ng  z a l  van h e t  meetsysteem a fhanke l  i j k  

en dus a r b i t r a i r  b l i j v e n .  H e t z e l f d e  g e l d t  r n u t a t i s  mu tand i s  voo r  de t h e r a -  

p e u t i s c h e  s i t u a t i e .  I n d j e n  UFH w e r k t  v i a  de remming wan t r a n b i n e ,  dan  

z u l l e n  S t y p e  h e p a r i n e s  n e t  zo werken ,  z i j  h e t  d a t  ze andere  - en waar-  

s c h i  j n l  i j k  g u n s t i g e r  - famacodynarn i  sche e igenschappen b e z i t t e n .  Hepar in les 

van h e t  P t y p e  daaren tegen moeten beschouwd worden a l s  n i e i ~ w ~  genees- 

m i d d e l e n  met onbekende we rk i ng .  

W i j  onde rzoch ten  ook h e t  s e m i s y n t h e t i s c h e  h e p a r i n o ï d e  pen tosan  p o l y -  
R s u l  f a a t  (PPS , Hémocl a r  E .  Evenal s  hepalr i ne v e r o o r z a a k t  h e t  een d o s i  s- 

a f h a n k e l i j k e  toename van de t r o m b i n e  i n a c t i  we r i ng  i n  plasma. 1 p g  PPS h e e f t  

he t ze1  f de  e f f e c t  a l s  0.045 pg  UFHI. Het  e f f e c t  i s  vo l  l e d i g  a f h a n k e l i j k  van 

de c o f a c t o r e n  i n  h e t  plasma. Ongeveer 2 1 3  van de c iof izctor  a c t i v i t e i t  w o r d t  

u i t g e o e f e n d  door  AT 111, de r e s t  d o o r  één o f  meer a n d ~ r e  c o f a c t o r e n .  

Hoogs twaarsch i  j n l  i j k  b e t r e f t  h e t  h i e r  h e p a r i n e  c o f a c t o r  EI. 

Wagenvoord e.a. hebben aangetoond d a t  PPS de  a c t i w e r i  ng wan f a c t o r  V 1  I 1  

door  t r o m b i n e  r e m t  I n  een c o f a c t o r  ona f l ianke l  i j k p roces .  W i j ,  konden aan- 

t o n e n  d a t  PPS de e x t r i n s i e k e  en i n t r j n s i e k e  p ro t r omb i r i nse  a c t î v i  t e i  t (c  .q. 

de vorming  daa rvan )  r em t  en d a t  deze remming, f .t .t. de c o n c l u s i e  van 

F i s c h e r  e.a. n i e t  b e r u s t  op r e m i l n g  van f a c t o r  I X , *  M i j  nwnen waar die 

remming i n  h e t  e x t r i  n s i e k e  systeem toeneemt b i  j afnemende c o n c e n t r a t i e  

t r m b o p l a s t i n e .  B i j  t rmboplast ineverdwnnincgen van 1:40 o f  hogen b e r e i k t  de 

remming een p l a f o n d  van 20% o n a f h a n k e l i j k  van de PPS concen t ra t i c?  t u s s e n  



1 en 10  ~ ~ g / m l  . D - i t  gedrag  i s  de  verwachten  i n d i e n  e, r  een t r o m b o p l a s t i n i e -  en 

f a c t o r  V111 afharilkel ilj ke r e a c t i e w e g  b e s t a a t v v o o r  d e  a c t i v e r i n g  van f a c t o r  

X * ,  d.w.z, a l  s de t r m b o p l a s t i n e a f h a n k e l  I j k e  f a c t o r  P X  a c t i v e r i n g  b i  j d r a a g t  

aan de e x t r f n s i e k e  p ro t r omb inase  vormjng  m.a.w. a l s  de Josso lus  i n  w e r k i n g  

t reed t .  Onze r e s u l t a t e n  doen vermoeden d a t  d l t  b i  j t r o m b o p l a s t l n e  verdun-  

n i ngen  t u s s e n  1: 10 en 1: 40 h e t  geva l  i s .  B i  j hoge re  werdunnfngen s t l  j g t  de 

r i - m i n g  door  PP5 n i e t  boven 20% en l i j k t  de b i j d r a g e n  van h e t  c ~ o f a c t o r  VIIH 

a f h a n k e l i j k e  p roces  n i e t  t o e  t e  nemen. 

Een d u i d e l i j k e  a a n w i j z i n g  van h e t  bes taan  van d e  Josso l U S  w ind t  men i n  

h ~ e t  f e i t ,  d a t  de e x t r i n s i e k e  p ro t r omb inase  varmjng  i n  h e m o f i e l  plasma ( P I  en 

B )  i n  t e g e n s t e l l i n g  t o t  d i e  i n  n~ormaal p lasma, n i e t  w o r d t  getremd. H e t  i s  

v e r l e i d l e l  l j k  m de 20% remning door  P P S  van h e t  e x t r i n s i e k e  systeem met 

verdund t r o m b o p l a s t l n e  t e  z i e n  a l s  de  maximale b f j d r a g e  van de f a c t o r  W111 

en I X  a f hanke l  i j k e  f a c t o r  X a c t i v e r i n g .  Het  i s  e c h t e r  e e r d e r  een onder -  

g rens ,  want PPS b1 i j k t  i n  h e m o f l e l  p1 asrna een s t i m u l e r e n d e  i n v l o e d  o p  h e t  

p ra t ro rnb inase  t e  hebben. Er  z i j n  a a n w i j z i n g e n  d a t  d i t  procles, waarvan w i j  

de oorzaak n i e t  kennen, ook i n  normaal p lasma voorkomt.  I n  d a t  geva l  i s  de  

waargenmen r e m 1  ng de s m  van een remni ng en een a c t i v a t i e  zoda t  de  e c h t e  

remming g r o t e r  dan 210% moet z i j n .  De b i j d r a g e  van de Jossa  l u s  zou dan 

eveneens meer dan 20% bedragen. 

I n  een pog ing  am de f y s i o l o g i s c h e  s i t u a t i e  d i c h t e l r  t e  benaderen,  b e s t u -  

deerden we naas t  p1 aiat jesarrn plasma ook p l a a t j e s r i j k  plasma. D i t  b r a c h t  

p r a c t i  sche problemen met z i c h  mee vanwege de onmogel i j k h e i d  om de  rnoristelrs 

t e  d e f i  b r i n e r e n  en doo r  de o n s t a b i l i t e i t  van de p l a a t j e s .  Om ander1 i n g  v e r -  

g e l i j k b a r e  r e s u l t a t e n  t e  v e r k r i j g e n  moesten de  t r o m b i n e g e n e r a t i e c u r v e s  

p a r a l e l  miorden u i t g e v o e r d  b l  nnen twee  u u r  na ve~nepunc t i e .  I n d i e n  geen 

t rombopl a s t i  ne n e r d  toegevoegd werd  een t rombi ne e x p l  o s i  e  ger-i en na een 

l a t e n t i e  f a s e  wan 10-12 minu ten .  I n  p l a a t j e s a r m  plasma duu rde  h e t  l a n g e r  

dan 20 minu ten  voo rda t  de e e r s t e ,  l a g e  c o n c e n t r a t i e s  van t r o m b i n e  waar-  

neembaar waren. Noch roeren ,  n~och de aanwez ighe id  van col l ageen b e i  n v l  oedde 

de l a t e n t i e t i j d  o f  de  hoog te  van de t r o m b i n e p l e k .  T r o m b o p l a s t i n e  toegevoegd 

1n ZO g r o t e  ve rdunn ing  (1:400) d a t  de t r m b i n e v o n n i  ng ? n  p1 a a t j e s a m  plasma 

n i e t  noemenswaard  w o r d t  v e r h a o g d  v e r o o r z a a k t  een  v e r k o r t i n g  v a n  de  

l a t e n t i e t i j d  van de t r o m b i n e v o n n i n g  i n  h e t  p l a a t j e s r i j k e  plasma van  3 i 5 

mlnuteln. D i t  c o o p e r a t i e v e  e f f e c t  van p l a a t j e s  en wee f se l  f a c t o r  i s  v o o r  

zowe~r w l j  weten nog n l e t  e e r d e r  beschreven.  W i j  konden aantanen d a t  h e t  



w o r d t  beiwerkstel l i g d  door sporen van t rombine.  Het word t  n l  . gerelid door 

h i r u d i n e  (0.2 - 2 U/ml  ) en nagebootst  door k l e i n e  hoeveel heden "toii~ibfne 

( 0 . 5  - 5 nM). Toevoeging van f a c t o r  Y o f  f a c t o r  V a ,  i n  c o n c e n t r a t i e s  zoa ls  

d i e  door geac t i vee rde  p l a a t j e s  worden v r i j gegeven ,  bei 'nv loedt  de l a t e n u e -  

t l i j d  n i e t  s i g n i  f i  cant .  Pracoagu lante  phosphol i p i d e n  daaren,tegen ve roo r -  

zaakten een s t e r k e  v e r k o r t i n g  van de l a t e n t i e t i  j d .  

Het  l i j k t  n i e t  anwaarschi j l n l  i j k  da t  h e t  besch ikbaar  kanen van plroco- 

a g u l a n t e  phosphol i p i d e n  u i t  b1 oedp laa t j es  de r e a c t i e  i s  d i e  de travnibine- 

e x p l o s i e  veroorzaakt  . De b l o e d p l a a t j e s  r e a c t i e  zou dan worden getnduceercl 

door  sporen t romb i  ne d i e  gedurende de l a t e n t i e t i j d  wolrden gevlornnd. Deze 

gedachte word t  ondersteund door he t  f e i t  d a t  5 pP4 ca" i o n o f o o r ,  waarvan 

b ~ k e n i d  i s  d a t  h e t  de f l l p - f l o p  r e a c t i e  i n  p l a a t j e s  teweeg b r e n g t ,  de 

l a t e n t i e t i j d  wan de t r o m b i n e v o m i n g  i n  p l a a t j e s r i  j k  plasma t o t  2 mlnuten 

te rugb l rengt  . 
'd i j  konden aantonen da t  hepar ine ,  i n  conce r i t r a t i es  d i e  de trorr ibine 

vorming i n  p l a a t j e s a m  plasma p r a k t i s c h  geheel u i t d o v e n  (0.1 - 0.3 U J r n l )  de 

t romb i  nevorming i n  p l a a t j ~ e s r i  j k  p1 asma wel u i t s t e l l e n  maar n i e t  reininen. D i  t 

kan v e r k l a a r d  worden door h e t  v r i j  komen van de hepa r ine  bindende p1 a a t j e s -  

f a c t o r  4 u i t  g ,eac t iveerde b l o e d p l a a t j e s .  W i j  wonden h e t  i n  supernatant  van 
+t 

p l a a t j e s r i j k  plasma waaraan Ca ionophoor ( 5  PM)  a l s  a c t i v a t o r  was toege- 

voegd, voldoende p l a a t j e c f a e t o r  4 aanwezig was om t o t  0.5 U/ml hepar ine  t e  
S+ 

n e u t r a 1  i seren.  Soni c a t i e  had hetze1 fde  e f f e c t  ?l s  toevoeg~en van Ca 

i onaphoor . 
Pn t e g e n s t e l l i n g  t o t  UFH remmen LMWM de t romb ine  vorming i n  p l a a t j e s -  

r i j k  plasma wel, w a a r s c h i j n l i j k  omdat ze minder e f f e c t i e f  door p l a a t j e s -  

f a c t o r  4 worden geneut ra l  i seerd .  De versch i  1 'lende soo r ten  LlublnlW tonen 

v e r s c h i l l e n d e  remningspatron~en w a a r s c h i j n l i j k  a f h a n k e l i j k  van hun i n t t e r -  

a c t i e  met AT I I I ,  pro t rombinase en p l a a t j  e s f a c t o r  4. Verdere exper imenten 

z i  j f l  noodzakel i j k  om deze p a t  nonen t e  o n t r a f e l e n .  

W i j  deden ook een a a n t a l  voorbereidende proeven oven het  e f f e c t  van 

andere a n ~ t i t r o m b o t i  sche farmaca op de t r o m b i n e v o m i n g  i n  p l a a t j ~ ~ r i j k  

p1 asrna. 

Q r a l  e  a n t i c t o l  l i n g  remt  he t  coope ra t i eve  e f f e c t  van t r o m b o p l a s t i n e  cln 

p l a a t j e s .  W e r r a s s e n d e r ~ i j ~  wend ook niet a s p i r î n  ecn zekere r e m f n g  bereikt- 

He t  s t a b i e l e  p r o s t a c y c l  i neana loog  ZK 36374 ver lengde de l a t e n t i e t i j d  maar 

p r o s t a g l a n d i n e  E l  deed d i t  n i e t ,  ook n i e t  i n  c o n c e n t r a t î e s  d i e  de aggre- 



g a t i e  w c t i  l e d i ~ g  remden. He t  v a s c u l l a i  r a n t i  crsagiil lans b e s c h r e v e n  doo r  

Reutel  Fngsperger e t  a l  . remde de t rombine vorming i n p l a a t j e s a r m  p1 asma en 

ook h e t  coope ra t i eve  e f f e c t  wan b l o e d p l a a t j e s  en t r m b i o p l a s t i n e .  

W i j  kunnen onze r e s i ~ l t a t e n  a.h.v. samenvatten: W i j  hebben een expes i -  

mientele methode o n t w i k k e l d  d i e  he t  megel i j k  maakt de p r o t r m b i n a s e  a c t ì v i -  

t e a t  i n  plasma t e   vervolgen^. M i  j hebben deze gebrwqkt voor  een g e d e t a l l -  

l ee rde  bes tude r ing  van de t rumb ine  vorming i n  p l a a t j e s a n  en p l a a t j e s r i j k  

plasma en van de i n v l o e d  van hepar in~e eln h e p a r i n e a c h t i g e  s t o f f e n  daarop. De 

beschi kbaarhe id  van ZIJ i v e r e  prepara ten wan mensel i j ke s t o l  l i g s f a c t o r e n  

maakte h e t  m o g e l l j k  de d a a r b i j  be t rokken rne~hanism~en g e d e t a i l l e e r d  t e  

bestuderen. M i  j konden l a t e n  z i e n  d a t  d r i e  v e r s t e r k i  ngsmechani smen i n  

s t o l l e n d  plasma van g roo t  belang z i j n :  Oe Josso l u s  en de a c t l i v e r i n g  door 

t rwnibine van f a c t o r  WIII en van b l o e d p l a a t j e s .  D i t  l a a t s t e  e f f e c t  t s  voora l  

t e  danken aan h e t  beschikbaar komen van s t o l  l ingsbevorderende phephol i p i  - 
den. A l s  e r  hepa r ine  aanwezig i s ,  h e e f t  ook h e t  v r i j komen  van p l a a t j e s -  

f a c t o r  4 u i t  geac t l  veerde t rombocyten een b e l a n g r i j k  e f f e c t  op de t rom~b i  ne- 

vonnilng. M i  j vonden een c o o p e r a t i e f  e f f e c t  van l age c o n c e n t r a t i  es t r m b o -  

p1 ast! ne en b1 oedpl aait jes da t  van b e l  ang kan z i j  n a l  s  de t lrombi nevorming in 
v i v o  door beperk te  weefsel schade wordt  opgewekt. 

W i j  konden aantonen d a t  h e t  k l a s s i e k e  hepar i  ne i n plasma voornamel i j k 

werkt  v i a  ap de i n a c t i v e r i n g  van t r m b l n e ?  en d a t  de l n a c t i v e r i  ngi van f a c t o r  

X, en f a c t o r  IX, p r a k t i  sch  geheel wo rd t  voorkomen doo~r de aanwezigheid van 

f o s f o l  i p i d e  en f a c t o r  Va en f a c t o r  V I I I a .  Wel b reng t  de werk ing  van 

hepar ine  - AT I I I  op t ronrbine remmiing van de p r o d u c t - a c t i v a t l i e  v i a  f a c t o r  

\F11 1 en b1 oedplaat j ies met s l  ch mee. De l aagmol ecu1 a i  rgewi c h t  hepar ines  

b l l j l k e n  voar *te komen !n twee v e r s c h f l l e n d e  soor ten ,  de type-S hepar ines  

d i e  n i e t  w e z e n l i j k  anders werken dan he t  k l a s s i e k e  hepa r ine  en de type-P 

hepar i  nes d i e  n i e t  op t rombine werken maar wel h e t  pnotrombinase remmen. 

W i j  hopen t e  hebben 'baten z ien  da t  exper imenten op o n g e f r a c t i o n e e r d  

p1 asma, met o f  zonder b1 oedpl a a t j  es een noodza k e l  i j ke schakel  wormen tussen  

b i  ochenli cche s tud ies  met zu i v e r e  f a c t o r e n  e n e r z i j d s  en i n v i v o  exper imenten 

op he t  gebied van pa thophys io log ie  en p h a m a c o l o g i e  van haemostase en 

t r m b o s e  ande rz i j ds  . 
Vele van de ideeën i n  d i t  p r o e f s c h r i f t  vonden hun oorsprong i n  m i j n  

j a ren1  ange samenwerki ng met F r a n ~ o i  s Josso. I k  ben dankbaar een proef -  

s c h r i f t  t e  mogen a f s l  u i  t e n  w a a r u i t  z i j n  geest  nag d u i d e l  i j, k spreekt .  



Les études présentées dans ce mémoire o n t  eu pour o b j e c t i f  d ' a p p o r t i ~ r  

n o t r e  c o n t r i b u t i o n  à l a  campréhenision des m@canismes q u i ,  dans l e  plasma 

procèdent  à l a  f o rma t i on  de l a  th rombine a i n s i  q u ' à  l a  cornpréhension des 

processus d ' i n h ï b i t l  on i n d u i t ç  p a r  certaines substances t e l l l e s  que 1 ' hépa- 

r i  ne, ses dé r i vés  e t  l e  po l ysu l  f a t e  de pentosane. Pour ce f a i r e ,  nous avons 

en premier  l i e u  mis au p o i n t  une methode pe rme t tan t  d ' obse rve r  avec une 

grande p r é c i s i o n ,  au cours de l a  c o a g u l a t i o n  plasmatique l a  fonn,a t ion  de l a  

th rombine e t  1 ' a c t i v i t é  de l a  pro thrombinase dans un système se r i lpprochant  

l e  pl us p o s s i b l e  de l a  s i t u a t i o n  phys io log ique .  C e t t e  techntqiue peu t  aussi  

b i e n  s ' a p p l i q u e r  au plasma dépourvu de p l a q u e t t e s ,  d e f i b r i n 6  ou non, q u ' a u  

plasma r i c h e  en p laque t tes .  

Le p r t n c j p e  de l a  méthode é t a n t  c e l u i  du t e s t  de géné ra t i on  de thronn- 

b i n e ,  l a  quan t i i t 6  de thrombine observée e s t  l a  nésul t a n t e  de deux v i t esses :  

v i t e s s e  d ' a ç t i  r a t i  on de 1 a  prothhrombi ne par  l a  pro thrombinase e t  v i t e s s e  

d y n a a e t l v a t i o n  de l a  th rombine p a r  'les ant ip i ro téases.  Unie méthode a  é t é  

déweloppée pour mesureIr l e s  constantes  de dég rada t i on  de l a  thrombin,e par  

1 '  q2 macroglr ik>ul ine e t  par l ' a n t i t h r m b i n e  I I I  (kl). La dé tenn îna t i on  

de ces constantes ,  à d i f f é r e n t s  rnments de l a  g é n é r a t i o n  de t h r a ~ n b î n e  nous 

a  d h o n t r 6  que l e u r s  v a l e u r s  sont  i n v a r i a b l e s  pour un plasma donné. 

Connaissant  ces constantes ,  il e s t  p o s s i b l e  p a r  un procédê mathématique 

[p résen té  en annexe du c h a p i t r e  I I )  de c a l c u l e r  pour chaque p o l n t  de l a  

coulrbe l a  v i t e s s e  r é e l l e  de l a  f o r m a t j o n  de l a  thilrombine, d e  m h e  que sa 

v i t e s s e  de d i s p a r i t i o n .  La somne de ces deux v i t e s s e s  rep rgsen te  l a  v . i tesse 

d ' a c t i w a t i o n  de l a  pro thrombine ce q u i  cor respond ii l % c t i v i t é  de l a  p r o -  

thrombinase.  Pour a f f i r m e r  l a  v a l i d i t é  de c e t t e  &thode naws avons canparé 

l e s  va leu rs  t héo r i ques  obtenues mathésnatiquement, aux v a l e w ~ s  t rouvées 

expér imenta l  ment .  C e t t e  v é r i f i  c a t i  an a é t é  e f f e c t u é e  de deux mani ères 
d i f f é r e n t e s :  id 'une p a r t  en déterminant  expér imentalement 1 ' a c t i  v i t 6  amîdo- 

l y t i q u e  g l o b a l e  en m h e  temps que l e  t a u x  d L $ ~ M - I T ~ ,  Qu l a  quan t i l i e  de 

pro thrombine c o n v e r t i e  en th rombine,  d ' a u t r e  p a r t  en comparant l e s  v î t esses  

expér imenta les  e t  c a l c u l  êes dans l e  plasma s é l e c t i v ~ m e n t  dépourvu d '  d 
macroglobul  i n e  ou d  k n t l  th rombi  ne 1 I I  par- imrnuinoadsorpti o h  Les courbes 

obtenues à l ' a i d e  des v a l e u r s  expérirnenta'bes d ' 'une P a r t  e t  des 



t h é e r i  ques d ' a u t r e  p a r t  , sont  é t r o i  t m e n t  superposables.  Ce r é s u l t a t  prouve 

l a  v a l i d i t é  de n o t r e  m&hode. 

B ien  qu 'apparemment "sophi s t i q u 6 e "  c e t t e  techrhique peu t  ê t r e  u t i  1 i s é e  

f a c i  lement auss i  b i e n  dans l e s  labora i ta ï  res de recherche c l  ? n i q u e  que dans 

l e s  1 abo ra to i  res  de recherch~e fondamentale, équip~és seul  ement d  ' un spec t ro -  

phot m è t r e  e t  d ' u n  o r d i n a t e u r  personnel  pourvu der p rog rames  c o r r e s l p n -  

daints. L 1 o r d i n I a t e u r  s ' e s t  r 6 v é l e  un a i u t i l  p réc ieux ,  non seulement pour  l e  

t r a i t e m e n t  i ~ n f o n a t i q u e  des donnlées mais auss i  c m e  e n r e g i s t r e u r  des temps 

de pri-lèvenient des ê c h a n t i l l o n s  t o u t  au l o n g  du t e s t  de géné ra t i on  de 

th rombine e t  des t m p s  d ' i n c u b a t i o n  de l a  th rombine avec l e  s u b s t r a t  

chrornag~ène, nous pe rme t tan t  de mu1 t i p i 1  iler l e s  prélèvements e t  l e s  mesures. 

Nous avons a i n s i  pu e f f e c t u e r  des pr@lèvements espaciés de deux 2 qua t re  

seconder e t  es t ime~r  des dernli-vies de 1 a  t h romb ine  de 1 ' o r d r e  de s i x  secon- 

. des dans des plasmas contelnant des concen t ra t i ons  thé rapeu t i ques  d 'hépa- 

r i  ne.  

La grande p r é c i s i  on obtenue grâce à ce programme e t  à 1  ' u t i  1  i s a t i o n  des 

s u b s t r a t s  chrcmogènes nous a  p e n i s  d ' é t u d i e r  l a  f o m a t ï a n  des premières 

t r a c e s  de thrombine.  Nous avons pu en p a r t i c u l i e r  " m a t é r f a l i s e r "  l e  r ô l e  

pr imordia l1 de l a  th rombine dans l a  phase i n i t i a l e  de l a  c o a g u l a t i o n  e t  pa r  

là-mane con f i rmer  l e s  obse rva t i ons  de A. H u r l e t - D i r k  Jensen, F. Jasso e t  

nous-m%e en 1976. La de te rm ina t i on  r i gou reuse  des constantes  d ' i n h i b i t i o n  

des a n t i p r o t é a s e s  majeures t e l l e s  que 1 ' a n t i t h r o m b i n e  III e t  1 ' al2 macro- 

g l o b u l i n e  a  permis  d ' é v a l u e r  pour l a  p r m i è r e  f o i s  1  ' a c t i v i t é  de l a  pro -  

thrornbinase en m i l i e u  p lasmat ique.  L ' e s t i m a t i o n  p r é c i s e  de 1 ' a c t i v i t ê  p r o -  

thrombinase nous a c o n d u i t  à une m e i l l e u r e  ccxnpréhension du mode d ' a c t i o n  

de c e r t a i n s  I n h i b i t e u r s  t he rapeu t i ques  de 1 a  c o a g ~ u l a t i  on. 

Cont ra i rement  à ce que 1 ' on  pensa i t  jwsqu 'a  présent ,  il nous e s t  apparu 

que 1 "hepari ne c l a s s i q u e  q u e l l e  qu 'en  s o i t  1 ' o r i g i n e  n ' a  presque pas 

d h c t i o n  sur  l a  prothrombinase formce dans l e  plasma r e c a l f i e  en prgsence 

de fac teu r  t i s s u 1  a i  ~ ' e  c ' e s t  à d i r e  dans l e  système e x t r i n s è q u e  de Y a  coagu- 

l a t l o n .  San r 6 l e  se 1 i m i t e  a l o r s  e s s e n t i e l l e m e n t  à c e l u i  de c a t a l y s e u r  de 

I ' a n t i  throinblne III dans ses frmnctii ons i n h i b i t r i  ces de l a  throntdne. Cepen- 

dant  1 1 a c t i v l i t 6  i n h i b i t r i c e  du c m p l e x e  AT I I I - H é p a r i n e  à! l G g a r d  de l a  

p~ro t l i rombinase se: man i fes te  c l a i  renent  l o r sque  que 1 a  coagul a t i  an e s t  

d e c l e n c h é e  p a r  l e  sys tème  i n t r i n s è q u e  (phoçlphol  i p i d e s ,  a ê t  i v a t e u l r  du 

c o n t a c t :  k a o l i n ) ,  e t  que l e  f a c t e u r  V I 1 1  ne peu t  6 t r e  a c t i v é  p a r  l e s  



p r m i 6 r e s  t r a c e s  de t h r m b a n e  él iminëes p a r  l e  ccanplexe Pif II! -Héparine. 

Ceci se t r a d u i t  pa r  un al longement du temps de l a t e n c e  pour  l a  f o r m a t i o n  du 

p i c  de thrombine  e t  pas une d i m l n w t i o n  de l ' a c t i v i t é  p r o t h r m b i n a s e .  

IL b a c t i  v a t î o n  du f a c t e u r  V I  I I e s t  donc pri irniordjale pour  l a  forrmati on du 

conp lexe a c t i v a t e l u r  du f a c t e u r  X ("teinrase") e t  p a r  conséquent de l a  pro- 

th rombinase.  En e f f e t ,  s i  l a  tenase e s t  formee ex te~mporanhen t  en dehors du 

s y s t h e ,  p lu is a j o u t &  au p l  asma hépa r i  në, l a  f o r m a t i o n  de 1 a  prothrombinase 

e s t  normale.  Ces obse rva t i ons  co r robo ren t  l e s  conc l  u s i  ans des t r a v a u x  de 

M a r c j n i a k  a i n s j  que l e s  rësu l  t a t s  obtenus en m i l i e u  p u r i f i e  pa r  Jnsso e t  

Bleguln, e t  r appo r tés  au Congrès de Toronto  en 1981. De p lus ,  e l l e s  naws 

permettent d ' a p p r ë c i e r  l e  degré de p r o t e c t i o n  des f a c t e u r s  I X ,  et. X,, au 

s e i n  de l e u r s  complexes r e s p e c t i f s :  t enase  e t  pr~othrombinase,  En e f f e t ,  ces 

f a c t e u r s  semlbl en t  ê t r e  ent iè rement  prot6gPs de 1, ' a c t i  an i nihi b i t r i  ce de 

1  h n t i  th rombi  ne I I I ,  en présence de c o n c e n t r a t i  on5 d '  hêpar i  ne pouvant 

I l n~h ibe r  j u s q u ' a  801% de l a  q u a n t i t é  de th rombine foranée. 

Ces réswil t a t s  peuvent j u s t i f i e r  1 ' i n t é r ê t  c r o i s s a n t  des l a b o r a t o f  res 

pharmaceutiques à I ' égard  des f ragments de f a i  ible masse moléculal i  r e  pro-  

venant de 1 'hépar ine .  Si l ' an  commence à b ien  connaTt re  l e  comportement de 

ces i n h i b i t e u r s  en s y s t h e  p u r i f i é  e t  l e u r s  r6l ies r e s p e c t i f s  v i s  à vice de 

chacune des p r o t é i n e s  de l a  coagu la t i on ,  l a  connaissance de l e u r  mode 

d % c t l o n  dans l e s  s y t h e s  globaux en plasma t o t a l  e s t  assez f l o u e .  Aussi 

après  avla i r  d h o n t r é  (par  n o t r e  méthode) que l ' e f f e t a n t i  Xa  du complexe 

;P;T-III Hépar ine  c l  ass ique a v a i t  peu de r e t e n t i  s s m e n t  s u r  l a  pro thrombi -  

nase, avons ROUS enit repr l i  s  d ' é t u d i e r  c e r t a i n s  f ragments  d ' h ë p a r i  ne de 

f a i b l e  masse m o l é c u l a i r e  a f i n  de & t e r m i n e r  s i  l e u r  a c t i v i t e  a n t i  X a  

abondamment d lec r i t e  dans l a  l i t t é r a t u r e  a v a i t  ou non une înf luelnce s u r  l a  

pro th romh i  nase. 

La d i s c r i m i n a t i o n  p o s s i b l e  e n t r e  a c t i v l t e  throinbi  ne e t  a c t i v f t ë  p r a -  

th rombinase a  f a i t  appara9t re  l a  p o s s i b l l l t C i  de c l a s s e r  l e s  f raginents en 

deux grandes c a t é g o r i e s :  1 'une que nous avons appelée 5 pair r k f é r e n c e  â 

l ' h é p a r i n e  &tandard e t  l ' a u t r e ,  E, s e l e n  l e  m~odèle t y p e  f o u r n i  p a r  l e  

Pentasacchar ide  ( C Y  234). A i n s i ,  dans l a  cat legor ie  2 ont é t é  classi?s 'les 

plroduli ts ÇY 216 ( ~ ~ a ~ i ~ a ~ r l n e )  e t  CY 222 p résen tan t  l e s  meBies c a r a c t 6 r î s -  
t i q u e s  b i o l o g i q u e s  que c e l l e s  de l "épar ine s tanda rd  c ' e s t - à - d i r e :  I nh l  b i  - 
t à a n  de l a  t h r m b j n e  ( k l  m o d i f i é )  sans a ç t i v l t é  s i g n i f i c a t i v e  s u r  l a  Pro- 

th rombinase.  Dans l a  c a t é g o r i e  _ ont  é t6  c lassês l e s  p r o d u i t s  EMT 966 e t  



D4T 967 p a r  ana log ie  avec l e  Pentaçacchar ide  qu i  p résente  une a c t i v i t é  

an~ t i t h romb ique  n r r l l e  ( k l  cons tan t )  e t  une a c t i v l t é  inhibitrice à 1 ' éga rd  de 

l a  pro thrombinase (en sa ison de son e f f e t  a n t l  X,). 

En r a i s o n  du c a r a c t è r e  m i x t e  de ses p r a p r i ë t 6 s  l e  PK 10169 

(EnoraaparineJ, n ' a  pu ê t r e  c lassé  que dan15 une c a t é g o r i e  i n t e r k d i a i r e ,  ne 

pouvant a p p a r t e n i r  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  n i  à I ' une n i  à 1 ' a u t r e  des deux 

c lasses . 
La mise en évidence de deux ca tégo r ies  d 'hépa r ines  sou1 ëve 1 e  problème 

du c h o i x  d ' un  s tandard  de c m p a r a i s o n .  En e f f e t ,  s ' i l  e s t  l o g i q u e  a c t u e l l e -  

ment de comparer l e s  fragments d ' h é p a r i n e  de t y p e  5 à 1 ' hépa r ine  s tanda rd  

i ~ n t e r n a t i o n a l l  , v o i r e  m h e  d ' 6 t a b l i r  à p a ~ r t i r  de n o t r e  Béthode une équ i va -  

lente par  l a  r e l a t i o n  concen t ra t l on /k ,  il s e r a i t  i r r a t i o n n e l  de comparer à 

ce misne s tandard  l e s  hépar ines  de t y p e  P, en r a i s o n  de l e u r s  mécaniismes 

d ' a c t i o n  fondamentalement d i f f é r e l n t s .  Le Pentasacchar ide  ( C Y  234 )  chlmique- 

ment b i e n  d é f i n i  p o u r r a i t  çons t i t l ue r  un modèle de ré fé rence  pour l a  seconde 

ca tégo r ie .  

Ces données d ' o r d r e  généra l  obtenues pa r  n o t r e  methode s e r a i e n t  b i e n  

é v i d e m e n t  i n c m p l è t e s ,  sans l e s  données fondamentales f o u r n i e s  p a r  l e s  

b ioch i i n i s tes ;  néanmoins, pour l e  c l  i n i  c l e n  e l l e s  peuvent c o n s t i t u e r  un 

c m p l  ément p rec ieux  d '  l n f a n n a t i  on pour 1  'usage t h é r a p e u t i q u e  des p r o d u i t s  

qu i  l u i  sont proposés, en se rapprochant  l e  p l  us p o s s i b l e  des problèmes 

auxquel s  il se t r o u v e  c o n f r o n t é  quo t  id iennement en r a i  son des nmbreuses 

rGact ions  c ra l sées  q u i  i n t e r f è r e n t  i n  v i v o .  

Nous avons également é t u d i é  l e  r ô l e  d h n  hépa r ino ide ,  l e  p o l y s u l f a t e  de 
R pentosane (H&nirroclar , P. P . 5 ) .  NOUS avon~s pu d h o n t r e r  que dans 1 e  p l  asma ce 

p radw i t  corne l ' h é p a r i n e  exerce su r  l a  th rombi~ne générée i n  s i t u  une 

a c t i v i t é  a n t l t h r m b l q u e  non n é g l i g e a b l e  (1 v p  d ' i iémoc larR équ i vau t  1 0.045 

yg d 'hépa r ine ) .  

C e t t e  a c t i v i t é  antS t h r o m b i q u e  d i s p a r a i t  1  o r s q u e  l a  t h r o m b i n e  e s t  
lii 

icg6nérée dans 1 es eiugl obul i nes p lasmat lques en présence d ~ ~ o c l a r  . Ceci 

I ~ n p l i q u e  que 1 k f f e t  a n t l t h r o ~ n b l q u e  e s t  en t i~èrement  dépen~dant de c o f a c t e u r s  

plastnatiqwes, à s a v o i r :  l ' a n t i t h r m b i n e  I I I  {pour  l e s  2/33 e t  t r è s  v r a i -  

semblablement l e  2e co fac teu r  de l ' hépa r ine  ( 1 J 3 ) .  Cependan~t, s i  1  'Hémo- 

s>apparente à 1 'hlpparine pa r  son a c t i v i  t e  a n t i  thrombique p l  asmat ique,  

il en d i f f è r e  pa r  une a c t i v i t é  an t ip ro thro in~b inas le  supp l i4nenta i re  dPpendante 

de l a  v i t e s s e  de f a m a t i o n  de l a  thrombine.  En e f f e t ,  pour l e  p o l y s u l f a t e  



de pentosane nous avons observe que s i  pour une f a i b l e  d i l u t i o r ~  de l a  

th rocnbop las t i  ne [IYSlCI) 1 ' i n h i  b i " t o n  de l a  pro thro~mbinase e s t  nég l  i g e a b l e ,  

i l  a p p a r a l t  pour une d i l u t i o n  de th rornbop las t lne  @ g a l e  ou supGr ieure  au 

1/40, une i n h i b i t i o n  modérée ( v o i s i n e  de 20%) e t  cons tan te  q u e l l e  qure s o i t  

l a  c o n c e n t r a t i  on du p r o d u i t .  (au de l  à de 1 p g ~ / m l ) .  

C e t t e  i n h l ' b i t i ~ o n  ne senb le  pas 1  i é e  à 1 ' i n h l i b i t î o n  du f a c t e u r  IX,, 

observée pa r  F i s c h e r  e t  c o l .  en i n i l eu  p r i r i f  l é .  En e f f e t ,  l o r s q u e  dans l e  

plasma en 1 bbsence  d ' a c t i v a t i o n  p a r  l e  con tac t ,  l a  c o a g u l a t i a n  a e t6  

declenchée p a r  l e  f a c t e u r  I X a  a j o u t é  extemporani@ment en présence de ca l c i um 

e t  de phaspho l i p i des ,  4 )ig d ' ~ é - n a c l a r ~  n ' o n t  pas m o d i f i é  l a  pro thrombinase,  

a l o r s  que l a  concentration é q u i v a l e n t e  d ' h é p a r i n e  (0.03 I l i / m l )  a  i n h l  bé 

p r e s q u e  e n t i è r e m e n t  1 a t h ro rnb i  n o f o r m a t i  on. C e t  e f f e t .  i r i h i  b i  tez i r  de 

1 'I4émoclarR s u r  l a  p r o t h r m b i n a s e  peut  ê t r e  a t t r i b u e  à 1  ' l n ~ h i b l  t i o n  de 

1 ' a c t i v a t i o n  du  f a c t e u r  WlII  p a r  1 a  thrombine,  démontré en système p u r l  f i 6  

pa r  Wagenwoord e t  a l .  

Ces o b s e r v a t i o n s  nous o n t  c o n d u i t  à u t i l i s e r  l e  p o l y s u l  f a te i  de 

pentosane en t a n t  q u ' i n h i b i t e u r  d%act iva t ion  du f a c t e u r  VIIl  , pour é t u d i e s  

l e  r ô l e  des f a c t e u r s  VEII e t  I X  dans l a  v o j e  extrinsèque [bouc le  Josso).  En 

1 "absence de f a c t e u r  VIX1 ou I X  (plasma d ' h h o p h i i r e s )  il n ' y  a  pas 
R d'inhibition de l a  géné ra t i on  de pro thrombinase p a r  4 p g  dWHénroclar , 

c o n t r a i  rement aux expér iences r é a l  i sées dans l e  p l  asma no m a l  . Cependant 

l ' i n t e r p r é t r a t i  on de nos r é s u 1  t a t s  s ' e s t  r é v é l é e  cornpl i q u é e  p a r  une  

augmentat ion d ' a c t i v i t é  de l a  p r o t h r m b i n a s e  dans l e  plasma d 'hhéoph i l e ,  

l o r s  de l ' a d d i t i o n  d 'hgr ioc la r .  Ce même phénomène également observé dans l e  

plasma n o m a l  en présence d 'hépa r ine  dans l e  s y s t h e  ex t r i nsèque  r e s t e  
R myt6 r i eux .  A i n s i ,  1 'Mémocl a r  nous a  perinis de fa1  r e  appa ra i l t r e  1 ' e x i s t e n c e  

de l a  bouc le  Jossfs san~ç t o u t e f o i s  nous p e r m e t t r e  de l a  q u a n t i i f i e r .  

Se lon n o t r e  o b j e c t i f  i n i t i a l  de nous rapprocher  l e  p l u s  p o s s i b l e  des 

~ o n d i i t l ~ o n s  pl.iyçi o log îques,  nous rappor tons  dans l e  d e r n i e r  c h a p i t r e  de ce 

t r a v a i l  l e s  r é s u l t a t s  concernant 1 ' é tude  de l a  f o r m a t i o n  de l a i  thro inbtne 

dans l e  plasma rr 'che en p laque t tes .  Conf r o n t 6  à de nouveaux p rob l  &es 

p r i  nc ipa lement  l i 6s à l a  présentce du f i b r i n o g è n e  e t  à 1 ' i n s t a b î l  i t E  des 

p l a q u e t t e s  nous awons Gté amené à m o d i f i e r  n o t r e  t echn ique  pour pouvoi r 
e f f e c t u e r  sirnul tanément ( con t  ri31 e  i n c l  us)  des e x p é r l  ences c m p a r a t i  weç , 
dans l e  plasma non d é f i b r i n é  contenant 31110000 p laq luet tes /  1 moins de deux 

heures après  l e  pr lé lëwment sanguin.  
P 



Apras r e c a l  c i  f i  c a t i  on du p l  âsma r i  che en p laque t tes ,  nous avons observé 

de Faqarr constante  un temps de l a t e n c e  de 8 à 10  minutes avalnt Il ' a p p a r i t i o n  

explosive du p i c  de t h r m b l n e ,  Flous avons eu 13  s u r p r i s e  de c o n s t a t e r  que 

l e  ca l  lag12ne fnd fspensab le  pour 1 ' a c t i  on pracoiagul an te  des p l a q u e t t e s  

i s o l é e s  e t  " lavées" n ' a v a i t  aucun e f f e t  su r  l ' a c t i v i t é  coagu lante  de 

ce l l les-c i  en mil iew plasmat ique,  cec i  irrdépendemment de l a  n a t u r e  du 

c o l  1 aggne e t  des candi  t l  ons expér imenta les  (avec ou sans agi t a t f  on). 

L "addit! an de t r a c e s  de thrombapl a s t i  ne (1IT4T)CYY concent r a t i  on f l na le )  

i n s u f f î s a n t e s  pour i n f l  uencer l a  génë ra t i on  de t h r m b i n e  du, p l  asma pauvre  

en p laque t tes  r a c c o u r c i t  de 3 à 5 minutes ce temps de l a tence .  Nous avons 

démontré que ce phGnan5ne observé pour l a  première  f o i s ,  e s t  l a  conséquence 

d 'un  e f f e t  c o o p 6 r a t i f  des p l a q u e t t e s  avec l e  f a c t e u r  t i s s u l a i r e ,  i n d u i s a n t  

un mécanisme d ' a c c é l ë s a t i o n  p a r  l ' a p p a r i t i o n  de t r a c e s  de th romb ine  ( SnlW). 

En e f f e t ,  1 ' add i t i o l n  au plasma r i c h e  en p l a q u e t t e s ,  d 'un  i d i b i t e w r  

spécl f i iq ,ue de l a  thrombine:  1 ' h i  rwdCno, sous f o m e  de t r a c e s  ( i n s u f f i s a n t e s  

pour rnlodtfler l a  q u a n t i t e  de th rombine gP1nér6e dans l e  plasma pauvre  en 

p l a q u e t t e s )  c o n d u i t 2  l a  d i s p a r i t i o n  du phénmène c o o p é r a t i f  a l o r s  que 

1  ' a d d i t i o n  de nanomoles de thrombine, en 1 'absence de thrornbopl a s t l n e ,  f a i t  

appa i ra i t re  ce m%e phénmène, c ' e s t - à - d l  ne 1 e  raccaurck s s m e n t  du temps de 

l a tence .  Cet e f f e t  c o o p é r a t i f  n ' e s t  pas l i é  au f a c t e u r  Y r e l a r g u é  pa r  l e s  

p laque t tes ,  car 1  ' a d d i t i o n  de f a c t e u r  V ou V a ,  s ' e s t  avérée sans e f f e t  s u r  

l e  temps de l a tence .  Paî  con t re ,  l a  g é n é r a t i o n  de th rombine du plasma r i c h e  

en p laque t tes ,  obtenue après 1 ' a d d i t i o n  de phosphol i p i d e s  e t  en 1  'absence 

de th rombop las t i ne  s  "st montrée s i m i l a i r e  à c e l l e  r é a l  i s é e  en présence de 

t r a c e s  de tk-irombop'l a s t f n e ,  réw6l alnt a i n s i  l a  n a t u r e  phosphol i p i d i q u e  du 

phknom6ne, i ndlquant égal ernent que dans l e  p l  asma, 1 es phasplial i p i d e s  

provenant de 1 'activation des p l a q u e t t e s  p a r  l a  thrmwnbin~e déterminent  sa 

v i t e s s e  de formata on. 

A i n s i ,  il es t  p o s s i b l e  que l e s  t r a c e s  de thromlbine i n ~ d u i t e s  p a r  l e s  

t r a c e s  de f a c t e u r  t i s s u l a i r e  ( t h r o m b o p l a s t i n e ) ,  en  d léc lenchan t  l a  

1 i b é r a t l  on des phosphal i p i d e s  p l  a q u e t t a j  r es ,  f a v o ~ r i  sent  1 a  f o r m a t i o n  de 1  a  

prothrombliniase. Ce phénmene s b p p a r e n t e - t - f  l au phénmène de " f l  i p- f lop ' "  

i n d u i t  par 1 ' ionophore  de c a l  ciwm qui en exposant l e s  phospho l i p i des  

p l a q u e t t a i  r es  l es  rend i m & d i a t m l e n t  d i  sponl b les?  Ce1 a e s t  v ra i semb lab le ,  

c a r  l ' add la t i on  extemporan6e, au plasma r i c h e  en p l a q u e t t e s ,  de 5  molaire 
d'donophore de ca l c i um a  r e p o r t é  à 2 minutes  lie t m p s  de l a t e n c e  précédant 



I%appar i t i on  e x p l o s i v e  de l a  thrombine.  Mous avons g g a l m e n t  déinontré dans 

'Be d e r n i e r  c h a p i t r e  que 1 ' hépa r ine  s tanda rd  qu i  dans l e  plasma pauvre en 

p l a q u e t t e s ,  à des c o n c e n t r a t i o n s  de 0,2 W/ml aba isse  t r è s  for ternent  l e  p i c  

de throiinbine, n b  eu pour e f f e t  dans l e  plasma r l c h e  en p l a q u e t t e s  que 

d%ll icrnger l e  temps de l a t e n c e  du p i c  de t h r m b i n e  sans t o u t e f o i s  en inodî- 

f i e r  l a  hau teu r .  C e t t e  d e r n i è r e  c o n s t a t a t i o n  peu t  ê t r e  expliiquhée par  Tai 

présence dans l e s  p l a q u e t t e s  du f a c t e u r  4 a n t i h é p a î i n i q u e .  En e f f e t ,  nous 

avons déniontré que l o r s q u e  c e l u i  e s t  l i b g r é  dans l e  plasina s o l t  pa r  son lca-  

t i o n  des p l a q u e t t e s  s o i t  p a r  l e u r  a c t i v a t i o n  p r e a l a b l e  p a r  5 P M  d ' lonaphore  

de ca lc ium,  e t  après  élimination des c e l l u l e s  p a r  centr i fugiat lc i in,  Y ' a c t l  on 

i n h i  b i t r i  ce de O, 5 un i  t é  d '  hépar ine  s tanda rd  e s t e n t i  èrement n e u t r a l  i s6e 

t a n d i s  que 1 ' a l  1 ongement du temps de 1  atence d i s p a r a i t  également. 

E n f i n  nous nous s m e s  i n t é r e s s e  aux f ragments hPpar fn iques de f a i b l e  

masse mol6sulai t -e.  A 1 "encontre de 1 %héparine, ces f ragments,  de type P o u  

de t y p e  S, en f o n c t i o n  de l e u r  c o n c e n t r a t i o n  i n h l b e n t  à des deg,rés 

v a r i a b l e s  l a  f o r m a t i o n  de l a  th rombine dans l e  plasma r i c h e  en plaquiet tes.  

Cependant l e s  EMT 966 e t  967 appar tenant  à l a  c l asse  P du pentasacchar ide,  

molins i n h i b i t e u r s  que c e l u i - c i  (colinparés en p o i d s )  ne p ro longen t  que 

moderfnient l a  phase de l a tence ,  a l o r s  que l e  pen tasaccha r ide  à un degré 

v o i s i n  d Y n h i b l t i e n ,  a l l o n g e  d ' e n v i r o n  deux f o i s  l e  temps de la ten ,ce ,  cec i  

Iétant l i é  à l a  f a i b l e  p roduc t i on  de th rombine (en r a i s o n  du c a r a c t è r e  

a n t i  p ro thrombinase du pentasacchar ide) .  

Les CY 216 e t  222 appar tenant  à l a  c l a s s e  S, u t i l i s é s  dans l e  plasma 

r i c h e  en p l a q u e t t e s  à des concent ra t i i  ons de 5 pg/ml , son t  e s s e n ~ t i e l  l a n e n t  

a n t i  thrombtquies , Il s  a l  l ongen t  1  a  phase de b atence. Cependant, en i nihi ban t  

f a i b l m e n t  l a  hau teu r  du p i c  de thrombine,  i l s  d i f f i e r e n t  des hépar lnes  5. 

Le PK n ' appa r tenan~ t  à aucune des deux c lasses  s ' e s t  mont ré  une f o i  s encore.  

d i f f é r e n t  des a u t r e s  f r a w e n t s :  i l  i n h i b e  l a  q u a n t l t g  de t h r m b i n e  fo r&a  

sans m o d i f i e r  l e  temps de l a t e n c e .  

Bii~en évidemment ces données cancernant l e s  f ragments de f a i b l e  masse 

mo lécu la i i r e  m é r i t e r a i e n t  un p l u s  grand dieveloppement , auss t nYappara i  S -  

s e n t - e l l e s  dans ce t r a v a i l  que comme exemples d ' a p p l  i c a t i o n  de n o t r e  

methode, e t  en pré1 i m i n a i  r e  d ' é tudes  p l u s  appro fond ies  q u i  s e r o n t  pawr- 

s u i  v i e s  u l  t é r i  ewrement dans 1 e  p l  asma r i  che en p l  aquet tes  . 
iD ' a u t r e s  substances a n t î  t h rmbe t i qc res ,  p l  us Spéêi f  iques des thrombo- 

c y t e s ,  mais  non an t i coagu lan tes  t e l l e s  que 1 ' a s p i  r i n e ,  l a  p r o s t a c y c l  inle e t  



ses dé r i vés ,  o n t  un@ i n f l  rrence su r  1 ' e f f e t  c o o p é r a t i f  t h rombop las t i ne / -  

p laque t tes .  Oes exp6i-S enceç p r é 1  l m i n a i  res o n t  dCmont r é  que ces drogues 

retardent .  l a  fo rmat ion  exp los i ve  de l a  t h r m " o n e .  Ce nuhe e f f e t  r e t a r d  a 

&te observé pour l 'annti caaguli a t i  on o r a l e ;  cependant 1 a  d i m i n u t ï  on de l a  

p roduc t îon  maximale de thrombine Çl ïEe à l a  d i m i n u t i o n  de l a i  syntkrèse du 

fac teu r  I I )  e s t  moins i m p r t a n t e  en présence de p l a q u e t t e s  qu 'en  l e u r  

absence, c e t t e  d e r n i 6 r e  obse rva t i on  e s t  n,on négl i geab le  pour 1 " t a b l  i s s e -  

ment d ' une thé rapeu t i que  a n t i  caagul an te  e f f i c a c e .  

En résumé, en r e p r e n a n t  dans son p r i n c i p e  l e  v i e i l  o u t i l  des 

b i o l o g i s t e "  l e  t e s t  de géné ra t i on  de thrombine,  mais en 1  ' adap tan t  aux 

methades a c t i ~ e l l e s ,  en nous se rvan t  des p r o t é i n e s  p u r i f i é e s  nous avons 

d h a n t r ë  qiu'll  e s t  p a s s i b l e  d ' é t u d i e r  t r P s  p r é c i  s h e n t  1  a  f o r m a t i o n  de l a  

th rombine dans l e  plasma, de meslurer l a  pro thranb lnase.  Mous avons f a i t  

a p p a r a i t r e  1 ' i m p r t a n c e  de t r o i s  bouc les  de renforcement  dans l e  plasma: l a  

b o u c l e  J o s s o ,  l , a  r 6 t r o a c t i w a t i o n  du f a c t e u r  VI11  p a r  l a  t h r o m b i n e ,  

l ' a c t l v a t i a n  par  l a  th rombjne des p l a q u e t t e s  q u i  l i b è r e n t  l e u r  f a c t e u r  4. 

L ' e f f e t  c o o p é r a t i f  de 1 a  t h r m b o p l  a s t i n e  e t  des p l a q u e t t e s  nous p a r a î t  

impor tan t  i n  v i v o  pour expl  i q u e r  1 a  coaglul a t i  on " e x t r i n s è q u e "  q u i  peu t  

s u r v e n i r  l o r s  de l a  I i b G r a t i a n  de f a c t e u r  t i s s u l a i r e  p a r  des c e l l u l e s  

1 ésées.  En d é m o n t r a n t  que 1 Y h é p a r i n e  s t a n d a r d  e s t  e s s e ~ t i e l l e m e n t  

" a n t i  t h r o m b i q u e "  nous avons l î m i t ë  son r ô l e  dans l e s  p r o c e s s u s  q u i  

abow~ti ssent  à lia coagiul a t i  on, à ce1 u i  d 'n 'nhi  b i t e u r  de l a  r é t r o a c t i  vat3 on 

pa r  l a  thrombine.  

Nous avons pu c o n f i m e r  que dans l e  plasma, c e r t a i n s  f ragments  de 

f a i  blie masse mo lécu la i  r e  en i n h i b a n t  1 a  pno th rm 'b in~ase  a i n s i  que sa 

fo r ina t i  on ava ient  une a c t i o n  fondamentalemient d i f f  é r e n t e  de 1 ' hépa r ine  

cl assique. 

D ' a u t r e  p a r t  il nous e s t  apparu que s e l o n  l I e  mode expër i inenta l  (système 

p u r i  f i ë  cilu m i  1 i e u  p l  asmat ique) ces substances pouva ient  avoi n  un c m p o r t e -  

ment d i f f ié re ln t .  Ce p o i n t  nous semble p r i m o r d i a l  I lors de 1 ' u t i l i s a t i o n  de 

ces drogues à des f i n s  t hë rapeu t i ques .  

Par nos études e f f e c t u é e s  en plasma t o t a l  nous espiirons a v o i r  d i m o n t r é  

que n o t r e  approche constitue un t r a i t  d ' u n i o n  e n t r e  l a  b i o c h i m i e  e t  l a  

p a t h o p h y s i ~ l o g ~ i e  de 1 ' h h o s t a s e .  Nous sornmes heureuse d ' a v o i  r pu rnener ce 

t r a v a i l  seilan une v o i e  que n o t r e  m a r t r e  Franço is  Josso a u r a i t  aimé nous 

val r prendre. 




