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SOMMAIRE

La streptokinase (SK) est un agent fibrinolytique couramment utilisé dans le
traitement de I’infarctus aigu du myocarde (IM-ST). Cependant, une reperfusion
incompléte est observée chez 60% des patients et le taux de réocclusion se situe a
16%. L’administration de SK et les infections aux streptocoques (IS) entrainent la
production d’anticorps spécifiques a la SK. Ces anticorps peuvent expliquer en partie
les taux élevés de reperfusion incomplete et de réocclusion précoce, a cause de leurs

propriétés neutralisante et pro-agrégante en présence de SK.

L’objectif principal de I’étude était donc de déterminer la prévalence de I’activation
(SPACT) et de I’agrégation plaquettaire (SPAGG) induite par les anticorps anti-SK
en présence de SK, chez des patients ayant été traités a la SK (post-infarctus) et chez
des patients ayant eu une IS (post-infection). L’effet du tirofiban, un anti-GP IIb/I11a,
a également ét¢ étudié dans la prévention de la SPAGG. Cent trois patients ont été
inclus dans I’étude : 45 volontaires (groupe N), 45 patients post-infarctus (groupe SK)
et 13 patients post-infection (groupe SI). L’activation et 1’agrégation plaquettaire, de
méme que le degré d’inhibition de ’agrégation plaquettaire par le tirofiban, ont été

évalués chez chacun des patients.

Les résultats obtenus démontrent une prévalence élevée de SPACT (45.9%) et de
SPAGG (24%) chez les patients du groupe SK. Les patients du groupe SI présentaient
¢galement une prévalence élevée de SPAGG (23%), bien qu’aucun changement au
niveau de I’activation plaquettaire n’ait ét¢ observé comparativement au groupe N. Le
tirofiban inhibait la SPAGG a 89% (p<0.001). La présence d’anticorps anti-SK peut
interférer avec I’efficacité fibrinolytique de la SK et provoquer une aggrégation
plaquettaire. Cependant, le tirofiban ayant inhibé la SPAGG, les patients post-
infarctus et post-infection pourraient bénéficier de son administration concomitante

lors de ’infusion de SK.

Mots clés - streptokinase, anticorps anti-streptokinase, infarctus aigu du myocarde,

agrégation plaquettaire, tirofiban, anti-GP [Ib/Illa, plaquettes



SOMMAIRE (ANGLAIS)

Streptokinase (SK) use, in acute myocardial infarction (AMI), is hindered by failure
to reperfuse (60%) and early reocclusion (16%). SK administration and streptococcal
infections (SI) induce the production of antibodies to SK. Failure to reperfuse and
early reocclusion may partly be due to inactivation of SK by anti-SK antibodies and

SK-induced, antibody-mediated, platelet aggregation (SPAGG).

Therefore, the purpose of this study was to determine the incidence of SK-induced,
antibody-mediated, platelet activation (SPACT) and SPAGG after administration of
SK or development of a SI. We also evaluated the effect of tirofiban (a GP IIb/Illa
antagonist) in preventing SPAGG after administration of SK or development of a SI.
One hundred and three patients were included as follow: 45 normal volunteers (N
group), 45 patients who had received SK (SK group) and 13 patients who had
suffered a severe SI (SI group). SPACT and SPAGG, as well as the inhibition of

platelet aggregation by tirofiban, were measured.

SK patients demonstrated a high incidence of SPACT (45.9%) and SPAGG (24%)
after addition of SK. SI patients presented an increased incidence of SPAGG (23%)

although no change in platelet activation was noted compared to normals. Tirofiban

inhibited SPAGG by 89% (p<0.001).

It is reasonable to believe that SK and SI patients may not express the same benefits
to SK therapy as other patients would. In these patients, tirofiban significantly
decreased the extent of anti-SK antibody-mediated platelet aggregation. Hence,

patients undergoing SK therapy may benefit from tirofiban as an adjunct therapy.

Keywords - streptokinase, antibodies to streptokinase, acute myocardial infarction,

platelet aggregation, tirofiban, GP IIb/Illa inhibitors, platelets
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INTRODUCTION



1. LES SYNDROMES CORONARIENS AIGUS

Les syndromes coronariens aigus (SCA), incluant 1’angine instable (Al), I’infarctus
du myocarde sans élévation du segment ST (IM-NST) et l’infarctus aigu du
myocarde, avec élévation du segment ST (IM-ST), constituent la principale cause de
mortalité et d’invalidité aux Etats-Unis et dans la plupart des pays industrialisés."

Pour cette raison, ils représentent une préoccupation majeure en cardiologie clinique.

Les SCA résultent d’une ischémie causée par une réduction du flot sanguin au
myocarde. Cette réduction du flot sanguin est généralement le résultat de
Pobstruction partielle ou complete d’une artére coronaire, causée par la rupture d’une
plaque d’athérosclérose, I’activation des plaquettes et la formation d’un thrombus

fibrinoplaquettaire au site de rupture.”*
1.1. Types de syndromes coronariens aigus

Les SCA se divisent en trois grandes catégories : I’Al, PIM-NST, et ’'IM-ST. Dans
I’Al, on considére que le thrombus n’est pas entierement occlusif et qu’il est
principalement composé d’agrégats instables de plaquettes (thrombus blanc). L’IM-
NST se distingue de I’Al par la présence, au niveau plasmatique, de marqueurs
cardiaques de nécrose (troponine T, troponine I, CK-MB)*® et implique des périodes
plus longues ou plus sévéres d’occlusion coronaire (environ 1 heure dans 'IM-NST
comparativement 4 10 a 20 minutes dans I’Al),° et donc d’ischémie. Si présents, on
note des changements électrocardiographiques similaires pour I’Al et ’'IM-NST, soit
un sous-décalage du segment ST, avec ou sans inversion de 'onde T. L’IM-NST,
présentant généralement des zones de nécrose dans le tiers intérieur de la paroi
ventriculaire (paroi sous-endocardique), serait une forme intermédiaire entre 1'Al et
I'IM-ST. Sa gravité relative repose sur un risque élevé d'extension secondaire avec

évolution vers I'IM-ST.



L’IM-ST se développe généralement suite a une rupture de plaque athéroscléreuse
associée a la formation d’un thrombus enti¢rement occlusif.® La présence de ce type
de thrombus produit une élévation du segment ST a I’électrocardiogramme (ECG) et,
a ’occasion, la formation d’une onde Q. La zone de nécrose touche entiérement ou
presque, I’épaisseur de la paroi ventriculaire.” L’IM-ST est habituellement associé a
des dommages ventriculaires plus séveéres, a une tendance a [’expansion de

I’infarctus, au remodelage et 4 un taux plus élevé de mortalité.*°

1.2. Prévalence et physiopathologie de I’infarctus du myocarde

L’infarctus du myocarde sous sa forme générale (IM) est la principale cause de
mortalité aux Ftats-Unis. On estime qu’a chaque année, 1.5 millions d’ Américains
souffriront d’un IM et que plus d’un tiers y succomberont."! L’IM se définit comme
une nécrose des myocytes résultant d’une ischémie secondaire & une thrombose
coronarienne aigué (obstruction compléte ou presque d’une artére coronaire). Cette
thrombose est généralement elle-méme secondaire a une rupture de plaque
d’athérosclérose entrainant l'activation et ’agrégation plaquettaire, puis l'occlusion
coronarienne. La nécrose des myocytes se propage rapidement de I'endocarde jusqu'a
I'épicarde. On estime qu’en moyenne, 50% de la zone a risque est détruite en 2 heures
et 80% a la douzi¢me heure, cette vitesse de destruction étant cependant variable d'un
individu a l'autre.'” La nécrose d’une partie du myocarde est irréversible et
incompatible avec la survie de I’individu lorsqu'elle atteint 40% de la masse
myocardique, que cette nécrose soit la conséquence d'un infarctus unique ou de

plusieurs infarctus successifs.

I1 a longtemps été suggéré que la formation d’un thrombus joue un rdle critique dans
la physiopathologie de I'IM. Cependant, ce n’est qu’en 1980 que De Wood
démontrait, par coronarographie effectuée dans les 4 heures suivant le début des
symptdomes, la présence d’un thrombus causant une occlusion totale de I’artére

coronaire impliquée chez 87% des patients."> On considére maintenant que si une



coronarographie était effectuée tot aprés le début des symptéomes d’un IM, on

observerait la présence d’un thrombus occlusif chez 80 a 95% des patients.'* '

La pathogenése des thromboses coronariennes est presque essentiellement fondée sur
I’interaction entre la paroi vasculaire altérée par 1’athérosclérose et les plaquettes
sanguines, résultant en la formation d’un thrombus.” > ' " Bien que plusieurs
processus pathologiques impliquant les artéres coronaires puissent résulter en un
IM,"® comme par exemple I’abus de cocaine ou des désordres hématologiques, tel
qu’'un état d’hypercoagulabilité, la rupture d’une plaque d’athérosclérose
accompagnée d’un thrombus occlusif est la principale cause de PIM.° Pour cette

raison, nous allons principalement discuter de I’IM secondaire a 1’athérosclérose.
1.3. Complications suite a un infarctus du myocarde

Plusieurs complications peuvent survenir suite a un IM, que ce soit de fagon précoce,
retardée ou tardive. En dehors du risque initial d'arythmies ventriculaires (fibrillation
et tachycardie ventriculaire), relativement indépendant de la taille de la nécrose, la
fréquence et la gravité des autres complications sont directement dépendantes de la
masse myocardique nécrosée. Ces complications peuvent inclure des arythmies
auriculaires (fibrillation auriculaire) de méme que des complications mécaniques,
comme une rupture myocardique, un accident vasculaire-cérébral (AVC) et une
insuffisance mitrale aigué. L’extensioﬁ de la zone nécrosée est également a craindre.
De plus, certaines complications peuvent survenir sous forme de séquelles tardives:
insuffisance cardiaque, arythmies ventriculaires et risque de mort subite, syndrome de
Dressler (péricardite post-infarctus), anévrisme (rare) qui peut étre a l'origine d’autres
complications (tachycardies ventriculaires, insuffisance cardiaque, accidents

thromboemboliques).'’



2. L’ ATHEROSCLEROSE

Autrefois considérée comme une maladie dégénérative, a cause de I’accumulation de
lipides et de débris nécrotiques, 1’athérosclérose est maintenant reconnue comme le
résultat d’un processus multifactoriel qui commence a I’enfance et présente des
conséquences cliniques vers la fin de 1’age adulte. Le terme athérosclérose signifie
“épaississement et durcissement des artéres” et trois événements fondamentaux
peuvent étre observés dans les lésions avancées: (1) I’accumulation de cellules
musculaires lisses (CML) dans I’intima, accompagnée de macrophages et de
lymphocytes T, (2) la formation d’une matrice de tissus conjonctifs, incluant le
collagéne, les fibres élastiques et les protéoglycans et finalement, (3) 1’accumulation
de lipides, principalement sous la forme d’esters de cholestérol et de cholestérol libre,

dans les cellules et la matrice de tissus conjonctifs.>**%

2.1. Développement de I’athérosclérose

2.1.1. Régions atteintes et facteurs de risque

L’athérosclérose se développe dans la partie interne des artéres, au niveau de ’intima,
puis envahit la partie externe de l'endothélium et de l'intima pour former
progressivement des stries graisseuses puis une masse soulevée de tissus fibreux. La
lésion va éventuellement faire saillie dans la lumiére de l'artére et atténuer le flot
sanguin.’* Les artéres coronaires, carotides et cérébrales, ’aorte et les artéres des
membres inférieurs sont les plus souvent touchées, particuliérement au niveau des
bifurcations artérielles et des points de turbulence circulatoire.”>?® Plusieurs facteurs
de risque contribuent au développement de 1’athérosclérose, soient I’hyperlipidémie,
le diabéte, I’hypertension artérielle, le tabac et ’obésité. De plus, certains autres
facteurs ont aussi une influence sur le développement de 1’athérosclérose, tels qu'une
histoire familiale positive de maladie coronarienne, le sexe masculin et un age

avancé.?"¥



2.1.2. Premiere lésion endothéliale

Plusieurs hypotheses ont été émises afin d’expliquer le déclenchement initial de
I’athérosclérose. Le processus pourrait entre autre étre déclenché en réponse a une
blessure de la paroi vasculaire et d’autres types d’agressions endothéliales. On estime
par ailleurs qu’au moins 50% des cas d’athérosclérose seraient dus a une
hyperlipidémie, plus particuliérement a 1’élévation des concentrations et 1’oxydation

des LDL (Low-Density szoproteins).30

Les LDL sont des lipoprotéines plasmatiques qui transportent le cholestérol aux tissus
extra-hépatiques. Dans  D’athérosclérose, la paroi artérielle deviendrait
hyperperméable aux LDL suite & un dommage vasculaire et permettrait 1’exposition
des molécules d’adhésion leucocytaire a la surface des cellules endothéliales.>’ Les
monocytes et lymphocytes circulant peuvent ainsi adhérer a ces molécules et migrer
sous I’endothélium. Une fois sous ’endothélium, les monocytes deviennent des
macrophages qui agissent de facon a enlever les substances étrangeres,
principalement par phagocytose et hydrolyse intracellulaire.’> Ainsi, les macrophages
phagocytent les LDL, oxydés (oxLLDL) par les monocytes dans le sang et par d’autres
macrophages sous I’endothélium, via les récepteurs scavenger.> Par la suite, les
macrophages remplis de oxLDL se transforment en cellules spumeuses et déclenchent

des réactions inflammatoires.**>’

L’accumulation de ces cellules spumeuses entraine un dépdt graisseux qui progresse
éventuellement pour donner des stries graisseuses. Les CML issues de la média
proliférent dans I’intima et fabriquent une néo-intima initialement non-thrombogéne
destinée a remplacer le revétement endothélial endommagé.’®*® De plus, les
plaquettes qui adhérent au sous-endothéliﬁm sécretent du PDGF (Platelet-Derived
Growth Factor), un facteur de croissance cellulaire et un médiateur de la formation
néo-intimale.***' Le PDGF et d’autres facteurs de croissance déclenchent par la suite
I’hypertrophie et la prolifération des CML dans la média.** Celles-ci vont alors migrer

puis proliférer dans I’intima et contribuer ainsi a I’épaississement progressif de



Pintima. Les CML, les macrophages et les fibroblastes s’accumulent éventuellement
et sécretent une matrice conjonctive extracellulaire (collagene, prote':oglycans).43 Clest
le développement de la plaque fibromusculaire. Dans le cas d’agressions répétées et
persistantes, cette réaction intimale se poursuit indéfiniment. L’athérosclérose résulte
donc d’une inflammation intimale excessive et chronique de la paroi artérielle dont le
principal élément distinctif est la réaction proliférative fibromusculaire des CML de
la paroi.* L excés et la chronicité des agressions font basculer le processus normal de

guérison du vaisseau vers la formation de plaques d’athérosclérose.

2.1.3. La plaque d’athérosclérose

Les plaques d’athérosclérose sont composées de deux éléments principaux : un centre
athéromateux mou et riche en lipides (noyau thrombogeéne), recouvert d’un tissu
sclérotique, dur et riche en collagéne (capsule fibreuse)."”* A partir de la lumiére
artérielle, on observe d’abord la capsule fibreuse, une matrice extracellulaire de tissus
conjonctifs, constituée en grande partie de CML et de collagéne. Le collagéne
contribue a I’intégrité structurale de la plaque et serait présent principalement sous
forme de fibrilles (collagéne de types I et III). Les CML contribuent par ailleurs a la
synthése et I’assemblement de ces fibrilles de collagéne.*® Outre ces deux éléments, la
capsule fibreuse est également constituée d’élastine et de différentes classes de
protéoglycans.*® Sous cette couche, on retrouve des lipides extracellulaires, des
lymphocytes T et des macrophages ayant phagocyté des oxLDL.*”* Située plus en
profondeur dans la plaque, cette derniére couche représente le centre athéromateux de
la plaque, le noyau thrombogéne. A Iintérieur de la plaque mature se trouve
également un grand nombre de CML en prolifération qui sécrétent du collagéne, des

protéoglycans, des fibroblastes ainsi que d’autres substances conjonctives.*’

2.1.4. Maturation de la plaque d’athérosclérose

La régulation et la prolifération des cellules impliquées dans I’athérosclérose, et donc
dans la progression des lésions, se font sous ’action de plusieurs cytokines. Les

plaquettes, les macrophages, les CML et les cellules endothéliales sécrétent entre



autre du PDGF, un facteur de croissance cellulaire mentionné plus t6t.°° D’autres
facteurs de croissance (CM-CSF [cytokine macrophage colony-stimulating factors],
FGF [fibroblast growth factor], TNF [tumor necrosis factor], TGF-o. et B
[transforming growth factor « et [ et thrombine), provenant pour la plupart de
cellules présentes dans la paroi, stimulent également la prolifération des CML, des
fibroblastes et des macrophages. L’accumulation des LDL dans la couche profonde et
le blocage du transit trans-intimal de ceux-ci jusqu’au vasa vasorum conduit a la
dégénérescence de cette zone. Les macrophages jouent également plusieurs rdles dans
cette dégénérescence. Sous I'influence des facteurs de croissance, les macrophages
proliférent dans la profondeur de la plaque et contribuent a la sécrétion de cytokines

o s . 2
de prolifération cellulaire.’’

L’accumulation de LDL provoque des changements dégénératifs, entraine une
réaction inflammatoire chronique et permet 1’établissement d’un cercle vicieux. Les
macrophages meurent, déversent leur contenu en lipides et cholestérol et favorisent
I’accroissement d’une zone athéromateuse en partie profonde. Ainsi, avec le temps,
un processus dégénératif s’installe et on observe ’augmentation des quantités de
oxLDL, I’accentuation de la nécrose des macrophages, I’accumulation de cristaux de

cholestérol et de dépdts de calcium (Ca®"), et une hémorragie de la paroi vasculaire.”’

2.2. Plaques thrombogénes et plaques sténosantes

Lorsque la réduction de la lumiére de I’artére est limitée (sténose coronaire < 50%),
I’athérosclérose ne présente généralement pas de signes cliniques.53 Les plaques
athéroscléreuses présentant des manifestations sont généralement élevées dans la
lumiére du vaisseau et peuvent compromettre le flot sanguin.”* Lorsque ¢’est le cas,
elles risquent d’entrainer des périodes d’ischémie. Dans le cas d’une plaque
sténosante coronarienne moyenne, la capsule fibreuse est normalement plus
volumineuse que le centre athéromateux et constituerait plus de 70% de la plaque.>
Par contre, ce tissu sclérosé est souvent considéré inoffensif puisqu’il stabilise la

plaque et la protége contre les ruptures.



A 1’opposé, lorsque la capsule fibreuse est mince et friable, la plaque est dite
thrombogéne et est nettement plus dangereuse.’® La rupture de la capsule fibreuse
suivie de ’exposition, au sang circulant, de la composante athéromateuse (noyau
thrombogeéne) de la plaque sont effectivement des événements risquant de culminer
en une thrombose. L'artére affectée peut ainsi étre obstruée, suite a une fissure de la
plaque d'athérosclérose et la formation d’un thrombus. Le résultat, comme c’est le cas

dans I’IM, est une nécrose des tissus normalement irrigués par l'artére obstruée.
2.3. Rupture de plaque et perte de I’équilibre hémostatique

Les perturbations hémorhéologiques autour de la plaque (perte du flux laminaire,
augmentation des forces de cisaillement, turbulence sanguine) sont des facteurs de
risque thrombogéne.>>’ De plus, tel que mentionné plus t6t, la nature de la plaque

elle-méme peut €tre un facteur de risque a cause de la vulnérabilité aux fissures.

Dans son état normal, la cellule endothéliale est trés efficace a prévenir la thrombose
et 4 maintenir ’homéostasie.’ Ainsi, & I’état sain, les forces d’inhibition de la
coagulation et de I’activité des plaquettes prédominent sur les forces d’activation dans
le sang circulant.et a la surface de I’endothélium. Dans le cas de I’athérosclérose,
lorsqu’il y a rupture de plaque, dénudation subséquente du sous-endothélium et
altération des cellules endothéliales et vasculaires, on observe un renversement de ce
rapport de force. On observe un déséquilibre biochimique, souvent associé a un
déséquilibre hémorhéologique, entre les facteurs de protection contre la thrombose et
les mécanismes d’activation des plaquettes et de la cascade de la coagulation. Ce
déséquilibre thrombogene, qui se traduit par la forte présence de thrombine et de
collagene, entraine 1’activation de la formation d’un agrégat de plaquettes (thrombus
blanc) et de la cascade de la coagulation. Le thrombus blanc, instable au début du
processus, se solidifie pour devenir un thrombus fibrinoplaquettaire stable a la suite

des événements constituant la cascade de la coagulation.
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2.4. Thrombogenése

La formation du thrombus fait donc généralement suite a la rupture de la capsule
fibreuse d’une plaque riche en lipides et a ’exposition de sa matrice sous-endothéliale

aux divers composants du sang (Figure 1, page 11).

Suite a une telle rupture de plaque, on peut observer quatre principaux événements
qui se déroulent selon un ordre spécifique afin de maintenir I’homéostasie.”® On
observe d’abord une phase de vasoconstriction qui a pour but de limiter le flot
sanguin au site endommagé. Deuxiémement, les plaquettes activées se regroupent et
forment un agrégat plaquettaire instable. En troisiéme étape, il y a formation d’un
filet de fibrine autour du thrombus blanc instable. Ce filet retient les plaquettes et
assure leur stabilisation. Finalement, le thrombus fibrinoplaquettaire ainsi formé doit
étre dissout afin de rétablir le flot sanguin normal. Cette dissolution du thrombus, que
I’on nomme la “fibrinolyse”, est un phénoméne physiologique qui peut étre accéléré
par I’utilisation d’agents fibrinolytiques. C’est notamment le cas dans I’'IM-ST, ou on
tente de rétablir le flot coronarien le plus rapidement possible en accélérant le
processus de fibrinolyse. Les prochaines sections traiteront des étapes de ’agrégation
plaquettaire, de la cascade de la coagulation et de la fibrinolyse. En dernier lieu, le

traitement de I’IM-ST via Iutilisation d’agents fibrinolytiques sera également discuté.
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FIGURE 1 : Lésions d’athérosclérose

Coupes transversales d’artéres coronaires présentant de 1’athérosclérose. L’artére
coronaire de gauche présente une sténose de 60 a 70% de la lumiére. L’artére

coronaire de droite montre également la présence d’un thrombus.

Tiré du site Internet www.medlib.med utah.edu/WebPath/ATHHTML/ATHO05. html
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3. PLAQUETTES SANGUINES

Les plaquettes sanguines, des cellules anucléés produites par les mégacaryocytes, sont
dix fois plus petites que les érythrocytes et vingt fois moins nombreuses. Dans la
microcirculation sanguine, les érythrocytes circulent dans la partie centrale des
vaisseaux et du torrent circulatoire.” Par conséquent, les plaquettes sont repoussées et
concentrées en périphérie, prés de l’endothélium. Cette position stratégique leur
permet de participer de fagon décisive a I’hémostase en adhérant aux parois

vasculaires endommageées et en s’accumulant aux sites de dommage vasculaire.
3.1. Morphologie et anatomie des plaquettes

3.1.1. La membrane plaquettaire

L’interaction des plaquettes avec leur environnement et entre elles-mémes est initiée
par la membrane plaquettaire, qui représente une interface réactive entre les
composants des parois vasculaires, le plasma, et 'intérieur des plaquettes. Tout
comme les autres membranes cellulaires, la membrane des plaquettes se présente
comme une double couche lipidique, hydrophile vers I’extérieur et hydrophobe vers
I’intérieur, consistant principalement en des glycolipides et des phospholipides.®® Les
glycolipides sont surtout présents a la face extérieure de la membrane tandis que les
phospholipides sont distribués de fagon asymétrique dans les deux couches de la
membrane. Le cholestérol est également un constituant important de la membrane.
Cependant, bien qu’il soit présent dans la double couche, sa concentration est plus
‘grande 2 la face extérieure qu’a la face intérieure.®’ Par ailleurs, la surface extérieure
de la membrane plaquettaire posséde un glycocallix composé majoritairement de
glycoprotéines. Ce glycocallix contient certaines protéines membranaires riches en
glucides ainsi que des résidus sialiques qui donnent a la plaquette une charge
négative.®? Cette caractéristique entraine des phénomenes de répulsion des plaquettes

entre elles d’une part et vis a vis de I’endothélium vasculaire d’autre part.
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A température corporelle, la membrane plaquettaire posséde également la propriété
de “fluidité”, une propriété fondamentale permettant 1’inversion (flip-flop) des lipides
membranaires.”’ Lors de la phase d’activation, les plaquettes peuvent ainsi inverser la
polarité des phospholipides et extérioriser le facteur plaquettaire 3 (FP3). Le FP3
consiste en un ensemble de phospholipides chargés négativement (essentiellement des
phosphatidylsérines) sur lesquels vont se fixer directement les facteurs V et VIII de la
coagulation et indirectement, par l'intermédiaire de ponts calciques, les facteurs
vitamine K-dépendants (particuliérement les facteurs IX et X). Le FP3 est donc un
support physique de la coagulation sur lequel vont se concentrer un grand nombre de
facteurs de coagulation, ce qui permet de nombreuses interactions accélérées entre ces

molécules et donc une rapide génération de thrombine.

La membrane est aussi le support d’un grand nombre de glycoprotéines (GP).** Ces
GP jouent un réle dans la structure de la plaquette, un role fonctionnel de récepteur
vis & vis un certain nombre de molécules et un rdle de répulsion, la partie extérieure

des GP étant riche en acide sialique et donc chargée négativement.

3.1.2. Le complexe GP IIb/Illa

Le complexe GP IIb/IIla, un récepteur hétérodimérique a la surface des plaquettes,
joue un rdle fondamental dans I’agrégation plaquettaire. Il posséde en effet plusieurs
sites de liaison pour le fibrinogéne, qui sont découverts suite a [ activation
plaquettaire. Le fibrinogéne peut ainsi former des ponts entre les complexes GP
IIb/Illa des plaquettes adjacentes. Ces complexes, une fois activés, fixent aussi
d’autres protéines adhésives telles que la fibronectine, la vitronectine et le facteur von
Willebrand (FyW).*® Ces 4 molécules ont en commun une séquence peptidique
Arginine-Glycine-Acide aspartique-Sérine (RGDS) par laquelle elles se fixent au
complexe GP IIb/IlIa.°*®” Derniérement, la recherche pharmaceutique a été tres
active au niveau des antagonistes des récepteurs GP IIb/Illa, avec le développement
d’anticorps, de peptides ou de substances non-peptidiques. Ces molécules font

compétition au fibrinogéne en se fixant sur le complexe GP IIb/Illa et exercent un
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effet anti-agrégant particulierement recherché dans les pathologies comme I’Al et

I’IM.

3.1.3. Les microtubules et les microfilaments

Les microtubules, des structures rigides formées de microfilaments, sont responsables
de la forme discoidale de la plaquette au repos.®® Normalement sous forme
polymérisée, 1ils se dépolymérisent aprés I’activation plaquettaire. Cette
dépolymérisation entraine un changement de conformation des plaquettes et la
formation de pseudopodes.”” Tout comme les molécules contractiles des CML, ces
microfilaments sont constitués, entre autres, d’actine et de myosine qui se

- . 70,71
polymérisent en présence de calcium.’”®’

3.1.4. Le systéme tubulaire dense

Le systéme tubulaire dense consiste en des réservoirs d’ions calciques. Lorsque les
plaquettes sont activées, ces ions sont libérés dans le cytoplasme.”>” Ces réservoirs

sont également le site de synthése des prostaglandines.”

3.1.5. Les granules plaquettaires

Les plaquettes présentent des granules a leur surface. On retrouve entre autre des
granules denses (4 & 6/plaquette) qui renferment du Ca®*.”® Le Ca®', libéré de ces
granules suite a I’activation plaquettaire, intervient dans la formation de ponts de
fibrinogene entre les plaquettes. On retrouve aussi dans les granules denses de
I’adénosine diphosphate (ADP),” molécule fortement impliquée dans [’agrégation
plaquettaire, ainsi que de la sérotonine, qui a un effet vasoconstricteur lorsque libérée
dans le sang.m’77 Outre les granules denses, on retrouve également des granules o.
Ceux-ci sont un peu plus nombreux et contiennent une grande diversité de molécules.
Mentionnons principalement la B-thromboglobuline,”® le facteur plaquettaire 4
(capable de neutraliser I’héparine),”® des protéines adhésives (fibrinogéne,

fibronectine, thrombospondine, FvW),” ainsi que le PDGF.¥ Tel que mentionné plus
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tot, le PDGF serait responsable de la migration de CML dans la néo-intima du
vaisseau lésé et ainsi que de leur prolifération subséquente. Le facteur V, qui
intervient dans I’activation de la coagulation, se retrouve également a I’intérieur de

ces granules (Figure 2, page 15).%

FIGURE 2 : Plaquette sanguine

Photographie d’une plaquette sanguine effectuée au microscope électronique. Les
points sombres a la surface de la plaquette sont des granules o et des granules denses.
Ceux-ci contiennent une variété de médiateurs tel que de ’ADP, du calcium et de la
sérotonine. Sous la forme activée, les plaquettes libérent le contenu de ces granules et
stimulent le processus de coagulation, d’agrégation de méme que I’amplification de

’adhésion et de I’agrégation plaquettaire subséquente.

Tiré du site Internet www-medlib.med. utah.edu/WebPath/ATHHTML/ATHO034. himl
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3.2. Séquence de réactions de la cascade plaquettaire

3.2.1. Adhésion plaquettaire

L’adhésion plaquettaire consiste principalement en 1’accolement des plaquettes a la
surface sous-endothéliale et constitue la premiére réaction morphologiquement
observable de la séquence des réactions plaquettaires (Figure 3, page 17).*? Lors d’un
bris vasculaire, suite a la dénudation de I’endothélium, les plaquettes adhérent
rapidement et fermement aux structures conjonctives de la matrice sous-endothéliale
et plus particuliérement au collagéne exposé a la surface des cellules endothéliales.®’
C’est en effet le collagene, ainsi que d’autres fibres conjonctives, qui provoquent
I’accolement des plaquettes a la bréche vasculaire. Les plaquettes adhérent d’abord au
collagéne exposé via leurs récepteurs plaquettaires GP Ia/Ila ® et ce premier contact
se nomme ’adhésion primaire. Cette adhésion primaire entraine [’activation des
récepteurs membranaires des plaquettes et a pour effet de provoquer un rapide
changement de forme: des pseudopodes se développent et la plaquette prendra
éventuellement une forme sphérique hérissée de pseudopodes.® La plaquette s’étale

et peut alors couvrir une plus grande surface de tissus conjonctifs.

Par la suite, le FvW et la fibronectine multiplient les liens entre la plaquette, le
collagéne et les autres substances conjonctives de la paroi vasculaire (adhésion
secondaire irréversible).®* Dans 1’adhésion secondaire, le FvW agit en effet comme un
cofacteur essentiel a ’adhésion des plaquettes au collagéne et aux autres structures
conjonctives du sous-endothélium. Il établit des ponts entre, d’une part, le collagéne
et d’autre part, des GP Ib de la surface plaquettaire.®® Ces derniéres, combinées aux
GP IX et GP V, transmettent des signaux d’activation intracellulaire lorsque stimulées

par le FvW.

L’adhésion des plaquettes au sous-endothélium augmente en fonction des forces de
cisaillement, de la vitesse d’écoulement du sang au niveau de la paroi et également en

fonction de la concentration en hématies et en plaquettes. La formation de points de
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stagnation, au niveau des courbures, des bifurcations et des points de turbulence,
perturbent le flux laminaire et contribuent ainsi au risque d’adhésion plaquettaire.®!
Ces facteurs entrainent une plus grande adhésion et activation des plaquettes, ce qui

favorise la thrombogenese.

Platelets

[\

FIGURE 3 : Adhésion plaquettaire

Photographie de plaquettes adhérant a des cellules endothéliales endommagées, prise
au microscope électronique. L’adhésion des plaquettes se produit lorsque ces
dernicres sont exposées aux constituants de la matrice sous-endothéliale,
particuliérement au collagéne. Cette matrice est dénudée et exposée au sang circulant

suite a une rupture de la paroi vasculaire.

Tiré du site Internet htip://greenfield. fortuneéity. com/rattler/46/blood. htm
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3.2.2. Activation plaquettaire

| Lors de ’adhésion plaquettaire, 1’étalement des plaquettes permet une augmentation
du nombre de récepteurs plaquettaires activés par le collagéne. Cette augmentation du
nombre de récepteurs activés entraine une amplification de I’activation des plaquettes
qui vont éventuellement sécréter des substances agrégantes, procoagulantes ou
régulatrices.®” L’activation plaquettaire comprend de nombreuses réactions
morphologiques et biochimiques qui découlent de I’action d’agonistes primaires,
comme le collagéne et la thrombine, sur les récepteurs membranaires des plaquettes.
Plusieurs autres médiateurs chimiques vont également étre impliqués dans
l’activatidn plaquettaire, dont le Ca’*, le PDGF, le fibrinogéne, la thromboxane A,

(TXA);), la sérotonine, I’épinéphrine et ’ADP.%

La phase initiale d’activation plaquettaire est d’abord induite par la liaison de la
thrombine a des récepteurs plaquettaires spécifiques. Les récepteurs GP V, en
particulier, semblent impliqués dans la stimulation des plaquettes par la thrombine.®®
La liaison de la thrombine a un récepteur GP V aurait pour conséquence d’induire une
cascade de transduction du signal. Le récepteur a la thrombine, couplé a une protéine
G, active la phospholipase C-; (PLC-6). Cette derniere agit par 1’hydrolyse du
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP,), menant ainsi a la formation d’inositol
triphosphate (IP3) et de diacylglycerol (DAG). L’IP; induit la libération du Ca**

intracellulaire tandis que le DAG active la protéine kinase C (PKC).*

Un des nombreux effets de la PKC consiste en la phosphorylation et I’activation
d’une protéine spécifique de 47 000 daltons (pleckstrin). Une fois activée, cette
protéine semble induire la libération des constituants des granules plaquettaires
comme I’ADP, la sérotonine, le facteur V, le fibrinogéne, le FvW et la fibronectine,

qui sont alors captés de fagon sélective par divers récepteurs.”

La présence de collagene, auquel les plaquettes adhérent via les GP Ia/Ila, ainsi que la

libération du Ca”" intracellulaire, ont également pour effet d’activer la phospholipase
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A; (]E’LAZ).90 Cette activation mene a I’hydrolyse des phospholipides membranaires et
a la libération d’acide arachidonique. Sous I’effet de I’acide arachidonique, on note
une augmentation de la production et la libération subséquente de thromboxane A,,
un activateur plaquettaire qui agit via la voie PLC-8. Finalement, la libération de Ca**
intracellulaire active également ’enzyme myosin light chain kinase (MLCK).
Lorsque activée, cette enzyme phosphoryle la chaine légeére de myosine, permet
I’interaction avec I’actine, et résulte en I’altération de la morphologie et de la mobilité

des plaquettes.91

3.2.3. Agrégation plaquettaire

Suite a ’activation plaquettaire et a la sécrétion de substances régulatrices, on peut
observer un changement de conformation qui permet I’expression de prés de 50 000
récepteurs a la surface membranaire.”” Ces récepteurs, qui sont le résultat de la
réunion et de D’activation des GP IIb et GP Illa, couvrent 50% de la surface
plaquettaire et sont la structure de base de la voie finale de I’agrégation plaquettaire.
Cette agrégation se produit en deux phases : la premiere phase, 1’agrégation primaire,
est réversible tandis que la deuxiéme, 1’agrégation secondaire, est irréversible et fait
suite a la sécrétion intense d’agents pro-agrégants. C’est ’ADP, sécrétée par les
granules lors de ID’activation plaquettaire, qui entraine une modification de la
membrane plaquettaire permettant au fibrinogéne d’adhérer a deux complexes GP
IIb/Illa sur des plaquettes adjacentes.”® Cette modification a ainsi pour conséquence

une agrégation plaquettaire solidifiée par le fibrinogéne.

L’agrégat de plaquettes, ou thrombus blanc, formé a la suite de cette série de
réactions a donc pour but de colmater rapidement la bréche vasculaire et de faire
cesser I’hémorragie. Cependant, bien que le processus soit assez rapide, le thrombus
blanc est instable et peut se désagréger facilement par autolyse ou phagocytose. C’est
a ce moment que prend toute I’importance de la cascade de la coagulation, qui est

¢galement démarrée suite a une rupture de plaque d’athérosclérose.
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4. LA CASCADE DE LA COAGULATION

La conversion de fibrinogene soluble en fibrine insoluble, de méme que la production
de thrombine, sont le résultat d’une cascade de réactions coordonnées et régulées : la
cascade de la coagulation, un amplificateur biologique.94 Le thrombus blanc, dont
nous avons vu les étapes de formation plus tot, doit en effet étre stabilisé¢ par la
thrombine et la fibrine. Cette stabilisation donne lieu a la formation d’un thrombus

fibrinoplaquettaire.
4.1. Molécules de la cascade de la coagulation

Les réactions constituant la cascade de la coagulation se déroulent essentiellement a
la surface des membranes plaquettaires et impliquent une dizaine de protéines
plasmatiques. Celles-ci interagissent entre elles et avec les surfaces cellulaires
procoagulantes a 1’aide d’ions calciques. L’identification des protéines impliquées
dans la coagulation a mené au modéle de cascade décrit par MacFarlane, en 1964,%
puis par Davie et Ratnoff.”® Ce modéle, basé sur les connaissances actuelles de la
coagulation, implique que les protéines plasmatiques de la coagulation circulent
normalement sous leur forme inactive et sont séquentiellement activées en sérines
protéases par clivages spécifiques, par des serpines, en réponse a un dommage

vasculaire.

Les protéines participant a la coagulation peuvent se diviser en trois grands groupes :
7 le premier inclus les protéines procoagulantes requises pour la formation de la
fibrine (majoritairement des sérines protéases : facteurs VIla, IXa, Xa, XIa, XIla et
thrombine), qui contiennent en leur site actif enzymatique une triade catalytique

19 QOutre les sérines protéases, le premier groupe

(sérine, histidine et acide aspartique).
inclut également des protéines structurales comme le fibrinogéne et des cofacteurs
(des cofacteurs plasmatiques, les facteurs V et VIII, et un cofacteur cellulaire, le
facteur tissulaire).”® Le deuxiéme groupe de protéines inclut les protéines régulatrices

anticoagulantes. Celles-ci régularisent la coagulation a plusieurs niveaux de la
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cascade en inhibant en partie son état d’activation dans des conditions physiologiques

#9190 ¢t également en localisant le thrombus au site de dommage vasculaire.

normales
On retrouve dans ce groupe la protéine C (sérine protéase), la protéine S, la
thrombomoduline, I’antithrombine 111 (A-III), le cofacteur héparinique II,'*" de méme
que I’inhibiteur de la voie du facteur tissulaire.'”” Finalement, le troisiéme groupe
comprend les éléments du systeme fibrinolytique. Ces éléments sont la plasmine
(sérine protéase), ses activateurs physiologiques, soit ’activateur tissulaire du
plasminogéne (t-PA) et l'urokinase (u-PA), et des serpines régulatrices (ot,-

antiplasmine et les inhibiteurs des activateurs du plasminogéne) (Tableaux 1 et 2,

pages 22 et 23).
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TABLEAU I : Classification fonctionnelle des facteurs de coagulation

Zymogeénes de Sérines

Activités

Protéases

Facteur XII Se lie au collagéne exposé au site de dommage vasculaire; activé par le
kininogene de haut poids moléculaire et la kallikréine

Facteur XI Activé par le facteur Xlla

Facteur IX Activé par le facteur Xla en présence de Ca™

Facteur VII Activé par la thrombine en présence de Ca*

Facteur X Activé a la surface des plaquettes activées par le complexe tenase et par le
facteur VIla en présence du facteur tissulaire et de Ca®*

Facteur 11 Activé a la surface des plaquettes activées par le complexe prothrombinase

Cofacteurs Activités

Facteur VIII Activé par la thrombine; le facteur VIlla est un cofacteur dans I’activation du
facteur X par le facteur [Xa

Facteur V Activé par la thrombine; le facteur Va est un cofacteur dans Iactivation de la

prothrombine par le facteur Xa

. Facteur 1II  (facteur | Glycoprotéine de surface cellulaire sous-endothéliale agissant comme un
tissulaire) cofacteur pour le Facteur VII
Fibrinogéne Activité
Facteur I Clivé par la thrombine pour former un caillot de fibrine
Transglutaminase Activite
2 . P 7+, 3 . 3
Facteur XIII Acm./e par la thrombine en présence de Ca™"; stabilise le caillot de fibrine par
des liens covalents
Protéines régulatrices
Activités
et autres
Protéine C Activée en protéine Ca par la thrombine liée a la thrombomoduline; dégrade
les facteurs VIIla and Va
Protéine S Agit comme co-facteur de la protéine C
Von Willebrand Factor | Sert de lien entre les récepteurs GP Ib/IX et le collageéne
Antithrombine 1 Controle I’activité de la thrombine et des facteurs IXa, Xa, Xla, XIla
Thrombomoduline Protéine a la surface des cellules endothéliales; se lie a la thrombine,

permettant ainsi I’activation de la protéine C

Tiré du site Internet www.ulg.ac.be/physioan/chapitre/ch2s5. htm#5.2.




TABLEAU II : Facteurs de coagulation primaires
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Facteur | Nom commun Voies d’activation
I Fibrinogéne Extrinséque et
Intrinséque
II Prothrombine Extrinseque et
Intrinseque
I Facteur tissulaire Extrinséque
v Calcium Extrinséque et
Intrinséque
v Proaccélérine Extrinseque et
Intrinséque
VI(Va) | Accélérine -
VII Proconvertine, accélérateur de la conversion de la | Extrinséque
prothrombine sérique
VIII Facteur A antthémophilique, globuline | Intrinseque
antihémophilique (AHG)
IX Facteur de Christmas, | Intrinséque
Facteur B antihémophilique
X Facteur Stuart-Prower Extrinséque et
Intrinséque
XI Plasma thromboplastin antecedent (PTA) Intrinseque
X1I Facteur de Hageman Intrinseque
X1II Protransglutamidase, Facteur stabilisant la fibrine | Extrinséque et

(FSF), fibrinoligase

Intrinséque

Tiré du site Internet www.ulg.ac.be/physioan/chapitre/ch2s5. htm#5.2.
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4.2. Activation de la cascade de la coagulation

L’activation de la cascade de la coagulation, telle que décrite de fagon traditionnelle,
peut se faire par deux voies : la voie intrinseéque et la voie extrinséque (Figure 5, page
26). Bien que ces deux voies soient déclenchées par des mécanismes distincts, les
deux convergent en une voie commune menant a la formation du thrombus.'” La voie
intrinséque est initiée par 1’activation du facteur XII (activation de contact) et se
mesure en laboratoire par le temps de céphaline activée (aPTT). La voie extrinséque
est initiée par le facteur tissulaire et le facteur VII et se mesure par le temps de
prothrombine. Les deux voies sont complexes et impliquent différents facteurs de
coagulation. A I’étape finale, la fibrine forme une capsule enveloppant ’agrégat

plaquettaire, ce qui retient les plaquettes superficielles et solidifie I’agrégat.

4.2.1 La voie intrinséque

La voie intrinséque de la coagulation nécessite les facteurs de coagulation VIIIL, IX,
X, XI, et XII, la prékallikréine (PK), le kininogéne de haut poids moléculaire
(KHPM), du Ca*" et des phospholipides sécrétés par les plaquettes.'® Chacun de ces
constituants menent a la conversion du facteur X (forme inactive) en facteur Xa (la

lettre a signifiant active).

L’assemblage de certains composants de la voie intrinséque (PK, KHPM, facteurs XI
et XII) résulte en la conversion de la PK en kallikréine, ce qui entraine I’activation du
facteur XII en facteur XIla. Le facteur XIla agit par rétroaction positive sur la PK, par
hydrolyse, et active le facteur XI en facteur XIa.'” L’activation de ce facteur permet
la libération de bradykinine, un puissant vasodilatateur, & partir de la KHPM. En
présence de Ca”™", le facteur Xla active le facteur IX en facteur [Xa. Le facteur [Xa va
a son tour activer le facteur X en facteur Xa par clivage d’un lien interne arginine-

1soleucine.
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Cependant, cette activation du facteur X nécessite également 1’assemblage, a la
surface des plaquettes activées, d’un complexe tenase (Ca*" et facteurs VIIla, IXa et
X).!'" En réponse a I’activation, les plaquettes exposent a leur surface de la
phosphatidylsérine et de la phosphatidylinositol. L’activation du facteur VIII en
facteur VIlla se fait en présence de thrombine et ’exposition de ces phospholipides
permet la formation du complexe tenase. Le facteur VIlla agit alors comme un
récepteur pour les facteurs IXa et X. Lorsque la concentration en thrombine
augmente, le facteur VIlla est ultimement clivé par celle-ci et inactivé. Cette double
action de la thrombine sur le facteur VIII permet de limiter I’extension de la
formation du complexe fenase, et par le fait méme, I’extension de la cascade de la

coagulation.

4.2.2. La voie extrinséque

La voie extrinséque est quant a elle initiée au site 1€sé, ou il y a rupture de plaque, en
réponse a la libération du facteur 111, également appelé facteur tissulaire (FT). Le FT
est un co-facteur impliqué dans I’activation du facteur X.'% Cette activation est
catalysée par le facteur VlIla, circulant dans le plasma en petite quantité sous forme
activée et qui agit en activant le facteur X en facteur Xa. Par la suite, I’amplification
de I’activation du facteur VII s’effectue sous I’action de la thrombine. L’inhibition de
la voie extrinséque peut se faire au niveau du complexe FT - facteur VIla - Ca* -
facteur Xa par liaison avec I’inhibiteur de la voie extrinseque de la coagulation,
également connu sous le nom de protéine LACI (Lipoprotein-associated coagulation

inhibitor).
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FIGURE 5 : Voies de la coagulation

La voie intrinséque est initiée par le contact entre des éléments du sang et la surface
des cellules endothéliales. La voie extrinséque est initiée suite a un dommage
vasculaire qui entraine I’exposition du facteur tissulaire (aussi identifié comme le
facteur III), une glycoprotéine de surface sur les cellules endothéliales qui se lie aux
phospholipides. Les deux voies convergent vers I’activation du facteur X en facteur
Xa. Ce demier sera impliqué dans I’activation subséquente du facteur VII en facteur
VlIla et également I’hydrolyse et I’activation de la prothrombine en thrombine. La
thrombine ira par la suite activer les facteurs VIII et V, amplifiant ainsi la cascade de
la coagulation. Le role ultime de la thrombine est cependant la conversion du
fibrinogeéne en fibrine et I’activation du facteur XIII en facteur Xllla. Ce dernier, une

transglutaminase va se lier aux polymeres de fibrine et solidifier le thrombus.

Tiré du site hitp://greenfield.fortunecity.com/rattler/46/blood.htm
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4.2.3. Convergence des deux voies d’activation

Tel que mentionné plus tot, les deux voies de la coagulation (intrinséque et
extrinséque) convergent vers ’activation du facteur X (facteur Xa). Ainsi, suite a son
activation par le complexe FT-facteur VIla (voie extrinseque) et par le facteur IXa
(voie intrinséque), le facteur Xa active la prothrombine (facteur II) en thrombine
(facteur Ila). La thrombine convertit a son tour le fibrinogéne (facteur I) en fibrine
(facteur Ia). L’activation de la thrombine a lieu a la surface des plaquettes activées et
nécessite la formation du complexe prothrombinase.'% Ce complexe est composé de
phospholipides plaquettaires (phosphatidylinositol et phosphatidylserine), de Ca*",
des facteurs Va et Xa, et de prothrombine. Le facteur V est un co-facteur dans la
formation du complexe prothrombinase et est activé en facteur Va par des petites
quantités de thrombine et inactivé par I’augmentation de la concentration de cette
derniere. Le facteur Va se lie a des récepteurs spécifiques a la surface des plaquettes
activées et forme un complexe avec la prothrombine et le facteur Xa. La
prothrombine est clivée par le facteur Xa a l'intérieur méme du complexe

prothrombinase et donne la thrombine.

Bien que le modéle de coagulation décrit ci-haut soit encore utilisé pour décrire le
processus de coagulation in vitro, il s’aveére quelque peu simplifié. Ce modéle
classique postule que les deux voies interagissent seulement au niveau du facteur X,
tandis qu’en réalité, les deux voies seraient trés interdépe:ndantes.107 En effet, une
interaction majeure semble induite par le complexe FT-facteur XlIIa, qui peut non
seulement activer le facteur X (voie extrinseéque) mais également le facteur IX, lequel
contribue a I’activation du facteur X (voie intrinséque). Ainsi, il semble que le
processus d’activation in vivo serait principalement initié par le complexe FT-facteur

VlIla.
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4.3. Conversion du fibrinogéne en fibrine

Le fibrinogéne consiste en 3 paires de polypeptides a deux chaines ([A-a][B-
B][y]z).w&m9 Les 6 chaines sont reliées de fagon covalente par des ponts disulfures
pres de leur partie N-terminale. Ces régions N-terminales des fibrinopeptides
contiennent plusieurs résidus glutamate et aspartate leur procurant une forte charge
négative et aident a la solubilisation du fibrinogéne dans le plasma. Dans la
conversion du fibrinogene en fibrine, les portions N-terminales des chaines A-o et B-
B, également appelées les fibrinopeptides A et B, sont clivées de fagon simultanée par
la thrombine, résultant en la formation d’un monomere de fibrine et en I’exposition de
2 domaines, D (en partie C-terminale) et E (en partie N-terminal). Etant donné que
ces deux domaines sont de charges opposées, leur exposition résulte en une
polymérisation spontanée des monomeres de fibrine, formant en premier lieu des
dimeres de fibrine, puis des longs protofibrilles de fibrine, et enfin, des larges fibres
de fibrines enlacées a méme le caillot.""’ En plus de la conversion du fibrinogéne en
fibrine, la thrombine convertit le facteur XIII en facteur Xllla, une transglutaminase
hautement spécifique qui entraine des liaisons croisées composées de liens covalents
entre I’amide nitro des groupes glutamine et le groupe e-amino des résidus de lysine

dans les monomeres de fibrinopeptides.
4.4. Régulation de la coagulation par la thrombine

La thrombine, en plus d’activer la formation d’un thrombus de fibrine, joue un rble

U1 Elle se combine avec la

important dans la régulation de la coagulation.
thrombomoduline présente a la surface des cellules endothéliales et forme un
complexe qui convertit la protéine C en protéine Ca. Cette protéine, avec la protéine S
(cofacteur), dégrade les facteurs Va et VlIlla, limitant ainsi 1’activité de ces deux
facteurs dans la cascade de la coagulation. L’activation de la thrombine est régulée
par 4 inhibiteurs spécifiques de la thrombine, I’A-III étant I’inhibiteur le plus

important agissant aussi sur les facteurs IXa, Xa, Xla et XIla.'"? L’activité¢ de la
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thrombine peut aussi étre inhibée par I’ap-macroglobuline, le cofacteur II de

I’héparine ainsi que 1’0 -antitrypsine.
5. SYSTEME FIBRINOLYTIQUE
5.1. Role et composants du systéme fibrinolytique

La cascade de la coagulation amenant la formation du thrombus est normalement
suivie de la quatriéme phase de la coagulation, nommée la fibrinolyse. La fibrinolyse
se définit comme un processus physiologique par lequel la plasmine dégrade la
fibrine contenue dans un thrombus. Cette phase de lyse du thrombus commence
normalement au bout de 24 heures et ne se termine pas avant 72 heures.'’® Ce
processus permet de restaurer la perméabilité coronarienne et de rétablir le flot
sanguin. Le systéme fibrinolytique joue donc un réle fondamental dans le maintien de
’homéostasie et un déséquilibre entre I’activité pro-fibrinolytique et ’activité pro-

coagulante peut entrainer des conséquences pathologiques, comme 1’IM.'*

Globalement, on considére que le systéme fibrinolytique est constitué du
plasminogéne (Plg), des activateurs du Plg, soit le t-PA et le u-PA, de trois inhibiteurs
du Plg, les inhibiteurs 1 et 2 (PAI-1 et 2) et de 'inhibiteur de la plasmine, I’os-
antiplasmine.''>"'® La plasmine est formée sous l'influence d'activateurs tissulaires et
plasmatiques a partir d'un précurseur, le Plg, déja contenu dans le thrombus. Par la

suite, la plasmine est inactivée par des antiplasmines.

5.1.1. Le plasminogeéne et la plasmine

Le Plg, une chaine unique de GP a 791 acides aminés,'"” est une proenzyme inactive
qui, sous I’action de certaines molécules (activateurs du Plg), est convertit en sérine
protéase active, la plasmine. Cette conversion s’effectue par clivage du lien
peptidique liant I’arginine 560 a la valine 561 et donne lieu & une molécule de

plasmine a deux chaines: une chaine lourde (A) et une chaine légére (B)."**'*! Le Plg
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contient des sites de liaison a la lysine qui se retrouvent sur la chaine A de la
molécule de plasmine.'” Ces sites de liaison sont impliqués dans I’interaction de la
plasmine avec la fibrine et 1’ap-antiplasmine et sont considérés essentiels dans la
régulation de la fibrinolyse.'”'** La plasmine est une enzyme peu sélective et
dégrade une grande variété de protéines plasmatiques (fibrine, fibrinogéne, facteurs V
et VIII) et de GP de surface cellulaire (thrombospondine, fibronectine). Elle peut
¢galement moduler la réponse plaquettaire par son action inhibitrice ou par son action

agoniste sur ’activation des plaquettes.

5.1.2. Les activateurs du plasminogéne

Les activateurs du Plg peuvent agir via trois voies différentes de la coagulation : la
voie intrinseque (systéme contact-dépendant), la voie extrinséque (t-PA et u-PA-

dépendant) et la voie exogene (activateurs pharmacologiques).125

Comme nous l’avons vu précédemment, la voie intrinséque est initiée par
Iinteraction du plasma avec des surfaces chargées négativement.' %%’ Cependant, les
molécules de cette voie (la kallikréine, le facteur Xla et le facteur Xlla) participent
¢galement a la conversion du Plg mais ne contribueraient que pour environ 15% de

Iactivité totale des activateurs du Plg.'?’

Dans la voie extrinséque, au moins deux activateurs du Plg ont été décrits : le t-PA et
le u-PA. Le t-PA est principalement sécrété par les cellules endothéliales, aprés
induction par différents agents tels que la thrombine, ’histamine, la bradykinine,
1’épinéphrine et plusieurs autres '*® tandis que le u-PA est synthétisé dans les reins et
les cellules endothéliales (en culture).”'*® Le t-PA inactif est relaché par les cellules
endothéliales vasculaires suite a une perte d’intégrité de la paroi vasculaire. 1l se
retrouve sous forme active aprés sa liaison avec la fibrine. Du u-PA est d’abord
produit sous forme inactive, la pro-urokinase, par des cellules épithéliales délimitant
les canaux excrétoires. Son role consiste a activer la dissolution des caillots de fibrine

pouvant se déposer dans ces canaux.
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Dans la voie exogéne, le Plg est activé par différents agents thrombolytiques. Ceux-ci
incluent les enzymes protéolytiques agissant directement sur la fibrine (plasmine et
protéase d’Aspergillus) et les médicaments capables d’activer le Plg, soit directement

(saruplase, urokinase, alteplase), ou indirectement (streptokinase [SK]).

5.1.3. Les inhibiteurs du plasminogeéne et de la plasmine

Environ 10 % des protéines plasmatiques sont des inhibiteurs de protéases ' et
plusieurs font partie de la famille des serpines (des inhibiteurs de sérines protéases).
Ces molécules agissent via un mécanisme d’action qui consiste en la formation
irréversible de complexes via le site actif des sérines protéases cibles. Une fois le
complexe formé, les deux molécules perdent leurs activités respectives. L’inhibition
du systeéme fibrinolytique peut se faire au niveau des activateurs du Plg, par les
inhibiteurs des activateurs de Plg (PAI-1 et PAI-2) ou par inhibition de la plasmine,

principalement par I’o;-antiplasmine et I’ o;-macroglobuline.

5.1.3.1. Les inhibiteurs de types 1 et 2 de Pactivateur du plasminogéne

Le PAI-1 serait le plus important modulateur du systéme fibrinolytique, contribuant
pour 60% de 1’action totale des inhibiteurs présents dans le plasma.'*? Bien qu’il
existe d’autres types de PAI seuls PAI-1 et PAI-2 sont des éléments critiques dans la

133134 pAT-1 est un inhibiteur agissant rapidement sur le t-PA et le u-PA.

fibrinolyse.
Par contre, 1l peut lui-méme étre inhibé par la protéine C activée, la thrombine et
certains agents oxydants. Les concentrations sanguines en PAI-1 sont généralement
basses mais peuvent augmenter de fagon significative dans plusieurs conditions,
incluant les maladies cardiaques de nature ischémique.'* Les cellules endothéliales et

7 .
1.1%8137 Les fonctions

les plaquettes constitueraient les principales sources de PAI-
physiologiques de PAI-2 ne sont pas entiérement comprises puisque ses substrats
principaux, le u-PA et le t-PA, sont des enzymes extracellulaires et que PAI-2 agit de

fagon locale au niveau intracellulaire.
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5.1.3.2. Les inhibiteurs de la plasmine

Parmi les inhibiteurs de sérines protéases, seule 1’oy-antiplasmine, une serpine de 452
acides aminés, inactive directement la plasmine présente dans le sang.*® Cette
molécule interagit rapidement avec la plasmine libre, formant tout d’abord un
complexe steechiométrique inactif mais réversible, lequel est lentement converti en
complexe irréversible. L’op-antiplasmine interfére également de fagon compétitive
avec la liaison du Plg a la fibrine et offre ainsi une protection contre la lyse
prématurée.”® Cette molécule est I’inhibiteur de la plasmine le plus abondant et le
plus actif. Elle est synthétisée par les hépatocytes et est également un constituant des
granules a des plaquettes."*®!*! Bien que la contribution des plaquettes soit plutot
mineure, elle prend plus d’importance dans la régulation de la fibrinolyse au niveau

des thrombi riches en plaquettes.

L’ap-macroglobuline, une protéine dimérique synthétisée par les cellules
endothéliales et les macrophages, se retrouve également dans les granules o des
plaquettes. On estime que son efficacité a neutraliser I’activité de la plasmine est

d’environ 10% celle de I’ o. antiplasmine:.142
5.2. Réle des plaquettes dans la fibrinolyse

Bien que le role des plaquettes dans la thrombogenése soit bien établi, on connait
moins bien leur participation dans le processus fibrinolytique.'**!** Les plaquettes ont
des effets anti et pro-fibrinolytiques et modulent la fibrinolyse en supportant et
localisant le processus & méme le thrombus.'* Elles peuvent lier directement le Plg
16 et le t-PA ' et potentialiser I’activation du Plg **'* et la fibrinolyse.”*"*! De
plus, la plasmine liée aux plaquettes est protégée de I’inhibition par I’ay-antiplasmine.
Les granules o des plaquettes contiennent également plusieurs substances telles que
le PAI-],]36 I’OLZ—antiplasmine,141 1’ocz-rnacroglobuline,152 qui possédent une action
inhibitrice sur la fibrinolyse. L’activation des plaquettes peut atténuer la fibrinolyse

coronarienne physiologique et pharmacologique par 1’augmentation locale de la
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concentration en PAI-1.'* Cependant, cette régulation serait significative seulement
de fagon locale, a méme le thrombus, puisque le PAI-1 n’est présent qu’en trés petites

., . 4
quantités au niveau des granules a.'”

5.3. Dissolution du thrombus fibrino-plaquettaire

Lors du processus de la coagulation, le Plg se lie a la fibrine ainsi qu’au fibrinogéne
et se trouve donc incorporé au thrombus durant sa formation. Dans le processus de la
fibrinolyse, le t-PA activé clive le Plg en plasmine. Cette derniére ira dégrader le
thrombus de fibrine. Une fois la dégradation terminée, la plasmine et le Plg peuvent
étre rapidement inactivés par leurs inhibiteurs respectifs. La fibrinolyse est donc un
phénoméne normal du corps humain. Dans le cas de I'IM-ST, la présence de
thrombose coronarienne chez plus de 80% des cas a ouvert la voie au développement
des agents fibrinolytiques. Il s'agit alors de procéder a l'activation de la quatriéme
phase de la coagulation en dedans de délais plus rapides que la fibrinolyse

physiologique.
6. TRAITEMENTS DE L’INFARCTUS AIGU DUMYOCARDE

La majorité des complications suite a un IM-ST dépendent de la taille de la zone
infarcie. Cette zone augmente avec la durée de 1’occlusion de 1’artére coronaire par un
thrombus.'> Dans le but de limiter la taille de I'infarctus et de diminuer la mortalité et
la morbidité qui y sont reliées, il est maintenant recommandé de préconiser I'approche
thrombolytique de l'infarctus du myocarde.'”*'”” Dans la thrombose coronaire, les
mécanismes de contrdle anti-thrombotiques sont surpassés par les effets pro-
thrombotiques du dommage vasculaire. La tendance naturelle du systéme a se
protéger par la formation d’un thrombus de fibrine n’est plus sous la régulation anti-

thrombolytique et celui-ci se propage dans les artéres coronaires.
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6.1. Objectifs du traitement a 'urgence

Ainsi, on peut considérer que le traitement de I'IM-ST suit trois principes
thérapeutiques. On cherche tout d’abord a rétablir le flot sanguin au myocarde *% et a
diminuer D’effort fourni par ce dernier. Le deuxiéme principe a pour objectif la
réduction de I’ischémie et de I’extension potentielle de la zone infarcie. Finalement,
on cherche & prévenir et éradiquer les arythmies potentiellement mortelles.'” Avant
de s’attarder plus longtemps a la fibrinolyse, nous verrons les mesures générales

appliquées lors de I’admission hospitaliére d’un patient en IM-ST.

6.2. Controle des douleurs

Le contrdle des douleurs associées a un IM-ST se fait généralement par la
combinaison de nitrates, d’analgésiques comme la morphine, d’oxygéne et de
bloqueurs des récepteurs B-adrénergiques (B-bloqueurs). Les nitrates augmentent le
flot sanguin coronarien par vasodilatation et diminuent la pré-charge ventriculaire par
augmentation de la capacitance veineuse. Les -bloqueurs sont réguliérement utilisés
afin de limiter la taille de I'infarctus et prévenir les troubles du rythme. De plus, la
douleur ischémique qui peut augmenter les déterminants de la consommation en
oxygeéne du myocarde par activation du systtme nerveux sympatique est
habituellement soulagée par la reperfusion coronarienne secondaire & une thérapie
fibrinolytique. La douleur résiduelle peut étre soulagée par les nitrates et des

analgésiques narcotiques (ex. morphine).

6.3. Antithrombotiques et antiplaquettaires

Les antithrombotiques et antiplaquettaires sont utilisés afin d’inhiber la coagulation
sanguine (Figure 6, page 36). L aspirine semble particuliérement efficace et fait partie
des premiéres mesures entreprises dans le traitement d’un IM-ST. L’aspirine agit
comme inhibiteur de [’activation plasquettaire, par inhibition de D’activité de la
cyclooxygenase, réduisant ainsi la production de TXA,.'**'®! Elle réduit également la

production, par les cellules endothéliales, de prostacycline (PGIL,), un inhibiteur de
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I’agrégation plaquettaire et un vasodilatateur. L’aspirine est administrée par voie
orale sous forme de comprimé, a raison de 80 a 325 mg par jour. L'héparine, un
antithrombotique agissant sur I’A-IIl, est utilisée systématiquement par voie
intraveineuse débutant par un bolus de 60 U par kilogramme par bolus, suivi d’une
infusion de 12 U par kilogramme par heure.'®? Pour les patients ayant un poids
supérieur a 70 kilogrammes, le bolus maximal est de 4000 U et est suivi d’une
infusion de 1000 U par heure. La vitesse de perfusion est adaptée selon le temps de

céphaline activé pour obtenir des valeurs de 1.5 a 2 fois le contrdle.

Plusieurs antagonistes des récepteurs GP IIb/Illa sont également de plus en plus
utilisées, grace aux connaissances grandissantes au niveau de I’'implication des
plaquettes dans la thrombogenese. Ces molécules préviennent l'agrégation des
plaquettes sanguines en se liant aux récepteurs GP IIb/llla et empéchent la
néoformation de thrombus blanc dans les artéres coronaires. Il a en effet ét¢ démontré
que les thrombus riches en plaquettes, comme c’est le cas dans I’'IM-ST, sont
résistants a la fibrinolyse et que les plaquettes et la fibrine continuent de s’accumuler

sur le thrombus malgré une fibrinolyse fonctionnelle.'®
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FIGURE 6 : Etapes importantes de ’hémostasie et de la coagulation

Points d’action de certains agents anticoagulants, antithrombotiques et

fibrinolytiques :

1 Aspirine

Anti-GP IIb/IIa (tirofiban,
integrilin, abciximab)

Ticlopidine
Clopidogrel

2 Heparine

3 Streptokinase
Anistreplase
Reteplase
Alteplase
Urokinase

4 Anti-GP IIb/IIla (tirofiban,
integrilin, abciximab)

Tiré du site Internet www.ulg. ac.be/physioan/chapitre/ch2s5. htm#5.2
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6.4. Rétablissement du flot coronarien

Plusieurs efforts ont été déployés afin de limiter la taille de la zone infarcie dans
IIM-ST. Celle-ci est effectivement un déterminant important dans le pronostic des
patients avec IM-ST, le taux de mortalité étant inférieur chez les patients avec une
petite nécrose qui généralement ne développent pas de décompensation cardiaque.'®*
1% 1 a limitation de la taille de nécrose peut étre atteinte par le biais d’une reperfusion
rapide. Tel que mentionné précédemment, bien que le processus de l'infarctus soit
évolutif, il faut prendre conscience qu’aprés deux heures d'ischémie, déja 50% du
territoire est nécrosé. Le pronostic des patients avec IM-ST a donc été grandement

amélioré grdce a la prise en charge précoce et a utilisation de la fibrinolyse
g p y

intraveineuse (IV).

6.4.1. Agents fibrinolytiques

La limitation de la taille de l'infarctus se fait ainsi principalement par I’utilisation
d’agents fibrinolytiques. Plusieurs grandes ¢tudes cliniques randomisées ont
démontré I’efficacité des agents fibrinolytiques (SK, anistreplase [APSAC], alteplase
[1t-PA] et reteplase [r-PA]) dans le traitement de 'IM-ST.’*"'" On peut en effet
observer une réduction de mortalité significative par I’emploi de la fibrinolyse IV
dans les premiéres heures suivant un IM. De fagon générale, les agents fibrinolytiques
agissent en convertissant le Plg en plasmine, ce qui permet une augmentation de la
lyse du thrombus. Afin d’en retirer un maximum de bénéfices, ces agents doivent
idéalement étre administrés dans les 6 heures suivant le début des symptomes de

PIM-ST.}"!

Lorsqu’introduite dans la circulation systémique, 1’alteplase (Activase®, Roche), une
sérine protease, se lie a la fibrine a méme le thrombus et convertit le Plg en plasmine.
Ce phénomeéne provoque une lyse locale tout en minimisant les effets systémiques.
L’alteplase, qui a une demi-vie inférieure a 5 minutes, est rapidement éliminée (500

mL/min) de la circulation, principalement par le foie.'”
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La reteplase (Retavase™, Crystaal) est une variante de 1’alteplase dont 1’action sur le
Plg est stimulée par la présence de fibrine. Comparée a I’alteplase, la reteplase a une
affinité inférieure pour la fibrine de méme qu’une capacité catalytique inférieure in

vitro.\?

L’anistreplase (Eminase®, Roberts) est un dérivé inactif bi-moléculaire composé de
SK et de lys-plasminogene dans lequel le centre catalytique du complexe
enzymatique est bloqué par un groupement p-anisoyle, lié par une réaction
d’acylation.'™ Le composant lys-plasminogéne de APSAC posséde une plus grande
affinité pour la fibrine que celle du glu-plasminogeéne natif, ce qui procure a8 APSAC
une grande affinité pour la fibrine. L’activation de APSAC se fait d’abord selon un
processus hydrolytique accompagné de la désacylation du groupement p-anisoyle.

Aprés une administration IV, ASPAC a un temps de demi-vie d’environ 94 minutes.

Finalement, la streptokinase (Streptase® HMR, Kabikinase® Pharmacia & Upjohn)
est une protéine d’origine bactérienne produite par les streptocoques B-hémolytiques
du groupe C. Cet agent thrombolytique est décrit plus en détail dans la prochaine

section.

6.4.2. Administration des agents fibrinolytiques

Aprés avoir respecté les contre-indications, les différents agents fibrinolytiques
peuvent étre administrés selon leur protocole d'utilisation particulier. La SK se donne
en perfusion sur 40 a 60 minutes alors que 1t-PA est plutét administré en bolus suivi
d'une perfusion sur 90 minutes. APSAC se donne en injection sur 3 a 5 minutes et
reteplase, en deux bolus espacés de 30 minutes. Outre les agents fibrinolytiques, il est
également possible de procéder par angioplastie, ce qui est cependant moins utilisé.
Ce projet d’étude concerne principalement [utilisation de la SK et d’un

antiplaquettaire de nouvelle génération dans le traitement de ’IM-ST.
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7. LA STREPTOKINASE
7.1. Origine et pharmacologie

La SK est I’agent fibrinolytique le plus utilisé au Canada dans le traitement de ’IM-
ST et son efficacité a réduire le taux de mortalité et de morbidité a effectivement été
démontrée dans des essais cliniques, avec un meilleur taux de survie aprés
I’administration du médicament.”®*'®’ Utilisée depuis plusieurs décennies dans le
traitement de ’IM-ST, c’est au début des années 1970 qu’un premier essai clinique
prouvait son efficacité a réduire la mortalité reliée a PIM-ST.!” La SK est une
protéine produite par les streptocoques B-hémolytiques du groupe C qui a la capacité
de lyser les thrombi obstruant les artéres coronaires.'’® Cette molécule consiste en une
chaine polypeptidique de 414 acides aminés d’un poids moléculaire de 47 000 a 50
000 daltons.'””"”® Elle agit comme un activateur exogéne indirect du systéme
fibrinolytique en se liant avec avidité au Plg afin de produire un complexe activateur
SK-Plg. Le complexe subit par la suite un changement de conformation qui résulte en
I’exposition d’un site actif sur le Plg. Le site actif découvert catalyse 1’activation du
Plg en plasmine. Ainsi, le complexe SK-Plg est converti en complexe SK-plasmine.
La plasmine et le complexe SK-plasmine peuvent alors dégrader le fibrinogéne et
d’autres protéines plasmatiques impliquées dans la formation du thrombus. De plus,
les complexes SK-Plg et SK-plasmine ne semblent pas étre inhibés par I’o-
antiplasmine, un inhibiteur important de la plasmine.!” La plasmine libre,
contrairement a la plasmine complexée a la SK, est incapable d’activer le Plg et peut
étre rapidement inhibée par 1’a,-antiplasmine. La SK, de par son action sur la
plasmine, est donc associée a un état fibrinolytique systémique caractérisé par une
hyperplasminémie, une diminution de [’op-antiplasmine et la dégradation du

fibrinogéne, du facteur V et du facteur VIIL'*
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7.2. Dosage

La dose conventionnelle de 1.5 millions d’unités (MU) de SK n’est pas basée sur des
études dose-réponse, de mortalité, de fonction ventriculaire gauche ou de perméabilité
coronarienne. Elle a plutdt été choisie pour sa capacité a causer un état lytique, défini
par un taux de fibrinogéne < 1.0 g/L, et pour contrer I’effet des anticorps anti-
streptokinase détectables chez la plupart des patients. On estime en effet que 97% de
la population atteint un état lytique a un tel dosage, bien que la dose minimale requise
varie considérablement d’un individu & ’autre (de 300 000 U a 1 250 000 U).'® La
concentration plasmatique de SK est maximale 2 & 3 minutes apres son administration
intraveineuse et ’activité fibrinolytique est optimale environ 30 minutes plus tard,
dépendant de la dose administrée.'® Les études avec de la SK radioactive indiquent 2
vitesses d’¢élimination, avec un temps de demi-vie rapide d’environ 18 minutes, da a
I’action des anticorps anti-SK et un temps de demi-vie lent d’environ 83 minutes en
absence d’anticorps anti-SK.'® Environ 350 000U de SK sont requises pour
neutraliser les anticorps anti-SK circulants chez 95% des gens sains, avec des
variations interindividuelles allant de 25 000 a 3 000 000 U."*' La dose de SK
nécessaire a une fibrinolyse fonctionnelle dépend donc principalement des taux
plasmatiques d’anticorps anti-SK et d’a,-antiplasmine et varie considérablement d’un

individu a P’autre.
7.3. Efficacité

Malgré son utilisation trés répandue et la nette amélioration dans la prise en charge
des patients en IM-ST, la SK n’est cependant pas 1’agent fibrinolytique parfait. D’une
part, un flux coronarien normal (TIMI grade 3), défini par coronarographie 90
minutes apres ’administration de SK, n’est obtenu que chez environ 60% des patients

' De plus,

et d’autre part,'® le taux de réocclusion de I’artére infarcie se situe & 16%.
des problémes d’hémorragies sont reliés a ’agent fibrinolytique. Il a ét¢ mentionné
qu’une reperfusion imparfaite et une réocclusion précoce suivant I’administration de

SK pourraient étre dues en partie a la présence d’anticorps anti-SK dans le plasma des
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185,186

patients, ces mémes anticorps qui étaient impliqués dans la détermination de la

dose nécessaire de SK dans le traitement de I'IM-ST.
7.4. Les anticorps anti-streptokinase

7.4.1. Induction d’une réponse immunitaire

Tel que mentionné ci-haut, la présence d’anticorps anti-SK est un des facteurs dont on
a tenu compte dans la détermination de la dose conventionnelle de SK. Ces anticorps
peuvent étre détectés suite a une infection aux streptocoques ou suite a un IM, apreés
I’administration de SK. En effet, la SK étant une protéine d’origine bactérienne, elle a
le désavantage d’induire une réponse immunitaire en entrainant la production

d’anticorps spécifiques a la SK.

Les infections aux streptocoques sont fréquentes et des titres détectables, quoique mal
caractérisés, sont choses courantes dans la population. Selon Lynch et al., les
anticorps anti-SK observés suite a un traitement a la SK seraient principalement des
IgG, ce qui indique la présence d’une réponse immunitaire secondaire.’® On présume
ainsi que la premiere exposition a la SK, produisant une réponse immunitaire
primaire, résulte d’une infection aux streptocoques. Par contre, suite a
I’administration de SK, les titres augmentent rapidement et demeurent élevés pendant
une durée indéterminée. Plusieurs auteurs constatent qu’une augmentation des titres
d’anticorps anti-SK est généralement associée a une diminution de Iactivité

185,186,188,189
8 Cce

fibrinolytique de la SK in vitro (augmentation de la résistance a la SK),
qui peut prédire une fibrinolyse moins efficace in vivo. Les titres de résistance a la
SK, qui concordent généralement bien avec les taux d’anticorps anti-SK circulants,
permettent également d’observer in vitro la résistance du plasma a la fibrinolyse et de
prédire les risques de neutralisation in vivo de la SK par les anticorps anti-SK.
Plusieurs études suggerent ainsi que des quantités élevées d’anticorps anti-SK
interférent défavorablement avec P'effet fibrinolytique de la SK et peuvent méme

causer une agrégation plaquettaire pouvant mener  la réocclusion.'*>'*
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7.4.2. Neutralisation de la streptokinase

La production d’anticorps anti-SK in vivo ainsi que leur comportement in vitro sont
assez bien décrits dans la littérature. Ainsi, apres I’administration classique de 1.5
MU, le taux d’anticorps anti-SK chute initialement puis réaugmente vers le 3° ou 4e
jour pour atteindre des niveaux trés élevés vers le 7° jour.'"® La deuxiéme semaine
suivant le traitement, le pic d’anticorps peut atteindre 20 a 200 fois le niveau pré-
traitement. Selon Lee et al, ces niveaux peuvent rester élevés jusqu’a 4 ans et
demi.”® Dans une autre étude, 51% des patients ayant recu de la SK 48 mois
précédemment présentaient une résistance a cet agent suffisante pour neutraliser une
dose de 1.5 MU."" Au moins 8 études montrent que les titres d’Ac anti-SK et/ou les
titres de résistance demeurent élevés jusqu’a 54 mois suivant une premiére

.. . . 190-192
administration de streptokinase.'®”!8%190-19

Plus récemment, Squire et a/. ont mesuré les taux d’anticorps anti-SK neutralisant
chez 219 sujets ayant recu de la SK pour un IM-ST 12 & 90 mois précédemment.'” Le
groupe contrdle consistait en 22 sujets ayant eu un IM-ST entre 73 et 84 mois mais
n’ayant jamais été traités a la SK. Comparés au groupe contrdle, les taux d’anticorps
anti-SK sont demeurés élevés sur toute la période de 12 a 90 mois post-SK. Les titres
d’anticorps anti-SK corrélaient également de fagon significative avec les titres de
résistance (SKRT). Les auteurs estiment que la SK ne devrait pas étre réadministrée
dans les 90 mois suivant un premier traitement, méme si les recommandations
actuelles sont plutdt de 1 an seulement. Selon la majorité des auteurs, ’utilisation de
la SK devrait méme se limiter aux sujets n’ayant jamais re¢u 1’agent fibrinolytique
par le passé et préférablement également, aux sujets ne présentant pas d’anticorps

anti-SK, produits suite a une infection aux streptocoques.

Les anticorps anti-SK se lieraient a la SK et empécheraient la formation des
complexes activateurs SK-Plg et SK-plasmine. On estime également que les anticorps
anti-SK, déja présents chez certains patients et produits suite a une infection aux

streptocoques, circulent probablement dans le sang en grande quantité. Par contre, les
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titres d’anticorps anti-SK et la résistance a la SK suite a une infection aux
streptocoques, comme une pharyngite aux streptocoques, ne semblent pas réellement

connus.

7.4.3. Caractere pro-agrégant des anticorps anti-streptokinase

Outre leur capacité neutralisante, certains anticorps anti-SK présentent également des
propriétés d’agrégation plaquettaire en présence de SK. Cette notion a été suspectée
suite a une observation clinique chez un patient ayant recu de la SK pour ‘un IM-ST.
Une extension paradoxale du thrombus intracoronarien, lors du traitement, a pu €tre
démontrée par coronarographie et des analyses ultérieures ont permis de relier
I’extension du thrombus aux propriétés particuliéres des anticorps anti-SK.'* Par la
suite, Vaughan et al. ont démontré que 38% des patients présentaient une agrégation
plaquettaire intense en présence de SK, 7 jours post-SK.193 De plus, 14% des
volontaires présentaient une importante agrégation plaquettaire en présence de 5 000
U/ml de SK et les titres d’anticorps anti-SK et de résistance étaient significativement
plus élevés chez ces mémes sujets comparativement aux sujets avec un degré
d’agrégation moindre. Dans d’autres études, 30% des sujets sains présentaient une
agrégation plaquettaire intense en présence de 5 000 U/ml de SK."™ Le mécanisme
d’agrégation fait appel a la liaison des anticorps anti-SK a la SK complexée au Plg,
suivi de la fixation du domaine Fc des anticorps au récepteur plaquettaire FcyRIlal,
ce qui meéne a Iactivation plaquettaire et a la sécrétion de facteurs
procoagulan’[s.l%’194 Afin de démontrer I’importance de la fixation des anticorps aux
récepteurs plaquettaires, on mentionne que ’agrégation induite par I’addition de SK
est complétement inhibée par I’anticorps monoclonal anti-FcyRII V.3 et par le

fragment F(ab”), anti-Fc d’IgG humain.

7.4.4. Réactions allergiques a la streptokinase

A cause de sa nature immunogénique, la SK peut également provoquer des réactions
allergiques.195 Parmi les effets secondaires de la SK, on mentionne en effet des

réactions pouvant étre provoquées par les anticorps anti-SK. Dans les essais cliniques
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ISAM "¢ et GISSI,"*® on rapportait une fréquence de 0.1% de chocs anaphylactiques
tandis que les essais cliniques GUSTO "7 et ISIS-2 "7 dénotaient des réactions
allergiques moins séveéres chez environ 5% des patients recevant de la SK pour la
premicre fois. Une autre étude rapportait une incidence de réactions allergiques chez

1.7 4 18% des patients.]98

Trois principaux types de réaction a la SK ont été identifiés.'® On retrouve d’abord
les réactions allergiques de type 1, consistant en des réactions anaphylactiques
induites par les immunoglobulines E (IgE). Ces derniers se lient aux mastocytes et
entrainent la sécrétion de médiateurs chimiques tel que I’histamine. Ce type de
réaction survient trés rapidement suivant I’exposition des IgE a 1’antigéne, en
I’occurrence la SK, et peut inclure une diminution de la pression sanguine, des
tremblements, des chaleurs, des érythémes cutanés, des éternuements, de 1’urticaire,
de la dyspnée et/ou des bronchospasmes. Cependant, outre la sécrétion d’histamine, la
bradycardie et I’hypotension passagére observées lors de I’infusion de SK, la plupart
des effects mentionnés plus haut peuvent également étre attribués a ’activation de la

cascade du complément et/ou a la sécrétion de bradykinine par la plasmine.

Comme deuxiéme type de réaction, on peut observer des réactions retardées induites
par des complexes immuns (réaction de type III). Les symptomes d’un tel type de
réaction consistent en de la fievre, de la myalgie, une maladie sé€rique, des érythémes
cutanés, du purpura et/ou une glomérulonéphrite. Ces réactions peuvent Etre
observées 6 a 16 jours suivant I’administration de SK, particulierement lorsque les

titres d’anticorps anti-SK sont élevés.

Finalement, des réactions induites par les lymphocytes peuvent étre observées et
incluent un malaise systémique et des réactions cutanées. Il a cependant été suggéré
que les réactions moins séveéres et fréquentes a la SK ne sont pas nécessairement
reliées aux anticorps anti-SK. Ainsi, I’incidence des réactions a la SK réellement

causées par la présence d’anticorps anti-SK étant généralement peu élevée et peu
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reconnue, on se questionne surtout par rapport au potentiel neutralisant et pro-

agrégant de ces anticorps.

7.5. Implication des anticorps anti-streptokinase dans le traitement de I’infarctus

aigu du myocarde

Les effets cliniques, in vivo, des anticorps anti-SK sont en réalité mal connus. Les
études a ce sujet sont peu nombreuses et surtout limitées. Dans un modéle animal,
Massel et al. ont démontré que 1’activité fibrinolytique induite par la SK est
significativement réduite chez les lapins ayant été traités a la SK 1 mois auparavant,

200 Gemmill et al. notent

ce qui suggere une influence négative des anticorps anti-SK.
également que les patients ayant un flot coronarien TIMI 0 ou 1, déterminé par
coronarographie a 90 minutes et a 24 heures aprés ’administration de SK, ont des
titres de neutralisation significativement plus élevés que les patients ayant un flot
coronarien TIMI 2 ou 3.*”! D’autres études rapportent cependant ’absence de
corrélation entre les titres d’anticorps anti-SK et la perméabilité coronarienne telle
que définie par coronarographie “*? et par ECG et enzyme cardiaque CK-MB.>” Selon
ces études, il n’y aurait aucune relation entre les taux d’anticorps anti-SK et
I’efficacité de la SK ou de I’anistreplase comme agents fibrinolytiques. Par contre, les
sujets utilisés dans une de ces études présentaient des titres d’anticorps anti-SK
relativement faibles et une autre était limitée par son petit nombre de patients et par
I’utilisation et I’analyse non combinée de parameétres de reperfusion non invasifs. De
plus, toutes ces études, en plus de leurs limitations, ne tenaient pas compte de
I’agrégation plaquettaire induite par les anticorps anti-SK, tout comme c’est le cas des

¢tudes caractérisant les titres d’anticorps anti-SK et de résistance in vitro suite a une

premiere administration de SK.

Les ¢tudes concernant 1’agrégation plaquettaire induite par les anticorps anti-SK
décrivent également trés peu, sinon pas du tout, le phénoméne d’agrégation
plaquettaire suite a I’administration de SK ou suite & une infection aux streptocoques

et ne tiennent pas compte de la résistance a la fibrinolyse. Par ailleurs, I’influence de
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I’agrégation plaquettaire induite par les anticorps anti-SK sur [Defficacité
fibrinolytique de la SK ne semble pas avoir été déterminée. L’activation et
I’agrégation plaquettaire peuvent avoir un impact sur I’agent fibrinolytique et inhiber
le processus de fibrinolyse. Il est aussi généralement admis que [’activation des
plaquettes durant le traitement fibrinolytique prédispose a la réocclusion prématurée
de I’artere endommagée a cause de I’adhésion et de 1’agrégation des plaquettes sur la

204

plaque athéroscléreuse ou sur le résidu de thrombus.™" De plus, des observations

205,206 . 207 14 e .
05206 ot cliniques 27 démontrent que la perméabilité vasculaire est

expérimentales
atteinte plus rapidement et de facon plus soutenue lorsque des anti-plaquettaires sont

utilisés conjointement avec 1’agent fibrinolytique.
8. LES ANTAGONISTES DES RECEPTEURS GP IIb/IIIa

Bien que l’aspirine inhibe la TXA; et la synthése de prostacycline, I’agrégation
plaquettaire et la formation de thrombus ne sont pas pour autant bloquées. En effet,
I’aspirine n’inhibe pas de fagon significative les autres agonistes de l'activation

plaquettaire, tels le collagene, la thrombine et I’ADP 2%

L’utilisation potentielle d’antagonistes des récepteurs GP IIb/Illa a d’abord été
proposée par Coller et al*®*'% Ces derniers ont démontré, par I'utilisation d’un
anticorps monoclonal dérivé de souris et dirigé contre les récepteurs GP IIb/Illa,
I’inhibition de la liaison ﬁbrincgéne-plaquettes. L’anticorps chimérique de ce premier
anticorps utilisé est le c7E3Fab (abxicimab, ReoPro®, Lilly), le premier agent de

cette classe thérapeutique a avoir été disponible pour la recherche clinique.

8.1. Abxicimab

L’abciximab est un fragment F(ab) qui se lie de fagon sélective aux récepteurs
plaquettaires GP IIb/Illa ?'" et inhibe 1’agrégation plaquettaire en empéchant la
liaison du fibrinogene, du FvW et d’autres molécules d’adhésion aux récepteurs GP

IIb/Illa de plaquettes activées. L’abciximab se lie également aux récepteurs de la
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vitronectine (o,f3), présents sur les plaquettes, les cellules endothéliales vasculaires
et les CML. Ces récepteurs supportent des propriétés pro-coagulantes des plaquettes

et des propriétés prolifératives des cellules endothéliales vasculaires et des CML.?!?

L’abxicimab est indiqué dans la prévention des complications cardiaques de nature
ischémique lors d’angioplastie et chez les patients en angine instable ne répondant pas
a la thérapie conventionnelle et devant subir une angioplastie. Il est principalement
utilisé conjointement avec I’ASA et I’héparine. Cet agent a principalement été étudié
dans les études cliniques EPIC,213 EPILOG,214 EPISTENT,215 CAPTURE 2% ¢t
GUSTO-1V.?""

8.2. Eptifibatide

L’eptifibatide (Integrilin™, Cor/Key Pharmaceuticals) inhibe de fagon réversible
I’agrégation plaquettaire en empéchant la liaison du fibrinogéne, du FvW et d’autres
ligands d’adhésion aux récepteurs plaquettaires GP IIb/Illa.*'® Lorsque administré
sous forme IV, Peptifibatide agit de fagon dose et concentration-dépendante. Son
action est réversible apreés sa cessation, un processus qui serait le résultat de la

dissociation de I’eptifibatide aux récepteurs plaquettaires GP IIb/IIIa.

L’eptifibatide est principalement utilisé dans le traitement de I’AI et de I’IM-NST,
incluant le traitement des patients devant subir une angioplastie. Il a également été
étudié dans le traitement de I’IM-ST, conjointement avec rt-PA. Dans tous les cas,
’agent doit étre administré de fagon concomitante avec de ’aspirine et de 1’héparine.
Les principales études d’efficacité et de sécurité sont les essais cliniques

PURSUIT.?" IMPACT-II #° et Intro-AMI. %!
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8.3. Tirofiban

Le tirofiban (Aggrastat™, Merck & CO) est un antagoniste non-peptidique des
récepteurs GP IIb/Illa. Cet agent inhibe de fagon réversible la liaison du fibrinogéne
aux récepteurs GP IIb/Illa.*** Lorsque administré par voie IV, Pinhibition de
’agrégation plaquettaire s’effectue de fagon dose et concentration-dépendante. Chez
la plupart des patients, le tirofiban doit étre administré par voie IV 4 un taux initial de
0.4 mcg/kg/min pendant 30 minutes, suivi d’une perfusion continue de 0.1
mcg/kg/min. Lorsque le régime recommandé est respecté, on peut observer une
inhibition de I’agrégation plaquettaire supérieure a 90% aprés 30 minutes d’infusion.
L’efficacité et I’'innocuité du tirofiban ont été étudiées principalement via trois grands
essais cliniques, soit PRISM,*” PRISM-PLUS ?** et RESTORE.?* Tirofiban est
indiqué en combinaison avec 1’héparine et I’aspirine dans le traitement des SCA sans
¢lévation du segment ST et s’est montré efficace dans la réduction du taux de

., , . . . . . . 3-225
mortalité, de ré-infarction et d’ischémie réfractaire.??>%°

9. BUT DU PROJET DE RECHERCHE

Le présent projet de recherche vise donc principalement 1’étude et la compréhension
des effets in vitro des anticorps anti-SK sur I’activation et I’agrégation plaquettaire et
la résistance a la fibrinolyse par la SK. Le caractére pro-agrégant et neutralisant des
anticorps anti-SK est possiblement un facteur limitant dans le traitement
fibrinolytique a la SK chez les patients avec IM-ST. Plusieurs de ces patients sont
susceptibles d’avoir des quantités relativement importantes d’anticorps anti-SK. II est
tout a fait justifiable de s’interroger sur le phénomene d’activation et d’agrégation
plaquettaire induite par les anticorps anti-SK en présence de SK, ainsi que sur
Iactivité fibrinolytique de la SK chez des sujets présentant des titres élevés
d’anticorps anti-SK, comme les patients ayant re¢u de la SK pour un IM-ST ou suite a
une infection aux streptocoques. Egalement, 1’effet d’un antagoniste des récepteurs

GP Ilb/Illa, comme le tirofiban n’a pas encore été étudié spécifiquement dans ce
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contexte et pourrait potentiellement avoir des répercussions sur Iactivité

fibrinolytique et la résistance a la SK.

L’objectif principal de 1’étude était donc de déterminer la prévalence de ’activation et
de I’agrégation plaquettaire induite par les anticorps anti-SK en présence de SK chez
des sujets susceptibles d’avoir des titres élevés d’anticorps anti-SK, suite & une
infection aux streptocoques, et chez des sujets ayant déja été traités a la SK pour un
IM-ST. Nous avons également tenté de déterminer la corrélation entre ’activation et
I’agrégation plaquettaire induite par la SK et la résistance a la SK et d’étudier ’effet
du tirofiban sur ’agrégation plaquettaire induite par les anticorps anti-SK en présence

de SK et sur la résistance in vitro a la fibrinolyse.
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ABSTRACT

Objectives — The purpose of this study was to determine the incidence of SK-induced,
antibody-mediated, platelet activation and aggregation after administration of SK or
development of a streptococcal infection.

Background — Streptokinase (SK) use, in acute myocardial infarction, is hindered by
failure to reperfuse (60%) and early reocclusion (16%). The phenomena may, among
other causes, be due to systemic inactivation of SK, as well as SK-induced platelet
aggregation and clot propagation from antibodies to SK produced after SK
administration or streptococcal infections.

Methods — We included 45 normal volunteers (Control), as well as 45 patients who
had received SK (SK) and 13 who had suffered a severe streptococcal infection (SI)
within the past 3 years. Extent of SK-induced, antibody-mediated, platelet activation
and aggregation, as well as anti-SK antibody and SK resistance titers (lowest SK
concentration to cause clot lysis within 10 min.) were measured.

Results — Whereas SK-induced, antibody-mediated, platelet activation was observed
in 49% of SK patients and in only 17% and 15% of SI patients and Controls (p<0.05
SK vs. Control and SK vs. SI), SK-induced platelet aggregation was observed in 23%
of SK patients and SI patients, and in none of the Control patients (p<0.05).
Conclusions — SK-induced, antibody-mediated, platelet activation and aggregation
occur in patients with high titers of anti-SK antibody and may play a role in failure of
SK therapy. SI patients behave like SK patients in terms of the reactivity of their

platelets to subsequent SK dose in vitro.

Keywords: streptokinase, antibodies to streptokinase, acute myocardial infarction,

platelets, streptococcal infection
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CONDENSED ABSTRACT

In acute myocardial infarction, streptokinase (SK) use is hindered by failure to
reperfuse and early reocclusion, possibly due to systemic inactivation of SK and SK-
induced platelet aggregation and clot propagation from anti-SK antibodies produced
after SK administration or streptococcal infections. We evaluated the incidence of
SK-induced, antibody-mediated, platelet activation and aggregation after SK
administration or streptococcal infection. SK-induced platelet activation and
aggregation occur in patients with high titers of anti-SK antibody and may play a role
in failure of SK therapy. Patients with previous streptococcal infection behave like SK

patients in terms of platelet reactivity to SK in vitro.



ABBREVIATIONS AND ACRONYMS

ADP:
ASO:
FeyRII:
GP:
IgG:
PBS:
PPP:
PRP:
SI:

SK:

Adenosine diphosphate
Antistreptolysin-O
Fc-gamma receptor type 11
Glycoprotein
Immunoglobulin G
Phosphate-buffered saline
Platelet poor plasma
Platelet rich plasma
Steptococcal infection

Streptokinase

55
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INTRODUCTION

Streptokinase (SK) is one of the most widely used and least expensive fibrinolytic
agents for the treatment of acute myocardial infarction. However, approximately 60%
of patients fail to optimally reperfuse’ and early reocclusion is observed in up to 16%
of patients.2 Produced by group C B-hemolytic streptococci, SK induces an immune
response, which leads to the production of anti-SK antibodies. These antibodies are
ubiquitous in adult humans; they circulate as immunologic evidence of previous
streptococcal infection or prior treatment with SK. > Very high titers may remain in

blood for many months to years.é'8

Failure to reperfuse and early reocclusion following SK administration have been
attributed to systemic inactivation of SK by anti-SK antibodies as well as SK-induced
platelet aggregation.g'” Elevated anti-SK antibody titers have been shown to correlate
with a decrease in SK fibrinolytic activity in vitro.'" Anti-SK antibodies may also
mediate platelet aggregation in the presence of SK and could potentially lead to
reocclusion.''™!* Although SK-induced platelet aggregation is not generally recognized
as a potential complication of SK administration, its prevalence ranges from 14% to
30% in healthy blood donors.'">'*'° It is thought to be initiated by the binding of
anti-SK antibodies to the SK-plasminogen complex located on the platelet surface and
to be independent of the conversion of plasminogen to plasmin.'"'*!* The ability of
anti-SK antibodies to promote platelet aggregation in the presence of SK is based on
an immune activation of platelets and requires the interaction of the Fc domain of
anti-SK antibodies with the Fc-gamma receptor type II (FcyRII), a receptor found on

the platelet membrane.

Readministration of SK is not recommended for months to years after a previous
treatment because of its potential lack of efficacy. Limited information is available
regarding the magnitude of anti-SK antibody titers and prevalence of SK-induced

platelet aggregation after a streptococcal infection. Hence, there are no clear
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recommendations for patients with prior streptococcal infection.

Our study had two aims. We established the prevalence of SK-mediated platelet-
activation and aggregation in three groups of patients, one having received SK for an
acute myocardial infarction, one post streptococcal infection and a control group. We
also studied the relationship between anti-SK antibody titers and SK-induced platelet

activation and aggregation in our patient groups.
METHODS

Patient population - The study was performed at the Hopital du Sacré-Ceeur de
Montréal, between November 1998 and September 1999. Patients were divided into
three groups: 45 healthy volunteers (Control group), 45 patients treated with SK for
acute myocardial infarction within the past 3 years (‘SK group), and 13 patients who
suffered a streptococcal infection, diagnosed by the microbiology laboratory, within
the past 3 years (SI group). Exclusion criteria were as follows: Control group —
history of streptococcal infection or SK use within the last 3 years, coronary artery
disease, diabetes mellitus, rheumatoid arthritis; SK group — any streptococcal
infection within the past 3 years; SI group — SK use within the past 3 years. In
addition, all subjects receiving ticlopidine, warfarin, corticosteroids or
immunosuppressive agents were excluded. The study was approved by the

institutional review committee and all subjects gave written informed consent.

Study design - A 30-mL venous blood sample was withdrawn from each subject.
Five tests were performed on each blood sample: extent of platelet activation and

aggregation, SK resistance, anti-SK antibody and antistreptolysin-O (ASO) titers.

Collection and preparation of human plasma - For each patient, five 4,5-mL blood
samples were collected in ambient 5-mL vacutainer tubes containing 0,5 mL of 3,8%

sodium citrate while an additional 5 mL of blood was collected in a tube with no
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anticoagulant to measure ASO titers. Blood was centrifuged at 2000 rpm for 3
minutes at room temperature to obtain citrated platelet rich plasma (PRP). Platelet
poor plasma (PPP) was prepared by additional centrifugation at 2800 rpm for 10 min.
PRP platelet count was adjusted at 300 000 to 350 000 cells/ul by dilution with
autologous PPP. PRP was used within 1 to 1,5 hour to determine platelet aggregation
after addition of SK. PPP was used to set the aggregometer and to determine anti-SK
antibody titers and SK resistance titers. A non-centrifuged tube of blood was used to
measure platelet activation in whole blood. All concentrations refer to the final
concentration in whole blood, PRP or PPP. Blood samplings in this study were
performed at about the same hour of the day to minimize the effects of circadian

variation in platelet function.

Determination of platelet activation - Within 10 minutes of blood withdrawal,
samples were processed using a method adapted from Shattil et al.'® Citrated whole
blood (225 pl) was added to 4 tubes containing respectively 25 ul of: 1) positive
control - adenosine diphosphate (ADP, 2 uM; BioData, PA, USA), 2) SK (Streptase®
5 000 U/mL; Hoechst Marion Roussel, Quebec, Canada), 3) SK (500 U/mL), and 4)
IV.3 (2 pg/mL; Medarex, New Jersey, USA) plus SK (5 000 U/mL). Tube 4 was used
to confirm that SK-induced platelet activation requires the interaction of the anti-SK
antibody Fc domain with the platelet FcyRII (also known as CD32). The monoclonal
antibody anti-CD32, IV.3, was incubated for 2 minutes in tube 4 prior to SK addition.
The content of each tube was swirled and incubated for 2 (tube 1) or 10 minutes
(tubes 2 to 4) at room temperature. After incubation, 5 pl of whole blood was
transferred from each tube to 12 X 75 mm tubes containing 20 pl of phycoerythrin-
conjugated anti-CD42b (Pharmingen, San Diego, USA) and 20 pl of fluorescein
isothiocyanate-conjugated PAC-1 (Becton Dickinson Canada Inc., Ontario, Canada).
CD42b antibody binds to platelet receptor glycoprotein (GP) Ib, whereas PAC-1 binds
to activated GP IIb/Illa receptors on platelets. The tubes were then swirled and
incubated for 20 minutes at room temperature in the dark. One mL of cold 1%

paraformaldehyde was then added to fix the platelets. Fixed cells were stored at 4°C
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in the dark for at least 2 hours but no more than 72 hours. Platelet activation was then

assessed by whole blood flow cytometry.

Determination of platelet aggregation - Platelet aggregation was measured by the
use of a turbidimetric method,'” using a four channel aggregometer (PAP 4, Biodata,
PA, USA). Aggregation curves were calibrated from 0 to 100% light transmission
with PRP and PPP, respectively. Four hundred and fifty pl of PRP were added to 4
cuvettes containing a magnetic stir bar and stirred at 1100 rpm. Platelet aggregation
was measured in the first tube after stimulation with ADP 2 uM (positive control),
whereas SK (5 000 U/mL and 500 U/mL) was added in the second and third tubes as
the inducing agent. IV.3 (2 ug/mL) was added 2 minutes before the addition of SK 5
000 U/mL in the fourth tube. As in platelet activation studies, IV.3 was used to
confirm that platelet aggregation induced by SK was mediated by anti-SK antibodies.

The extent of platelet aggregation was expressed as a percent of light transmission.

Titration of anti-SK antibodies - Plasma anti-SK antibody titers were measured
using a one-site non-competitive ELISA according to the method of Engvall and
Perlman.'® Wells of micro-ELISA plates were incubated with a 200-ul solution of
albumin-free SK (1 000 U/mL) in 0,05 M carbonate/bicarbonate buffer (pH 9,6)
overnight at 4°C. The wells were then treated with phosphate-buffered saline (PBS)
containing 1% bovine serum albumin and washed 4 times with PBS containing 0,05%
Tween 20 (PBS-Tween). Plasma (100 pl, diluted from 1/50 to 1/204 800) was added
to the wells in duplicate and incubated for 2 hours at 37°C. The wells were washed
again 4 times with PBS-Tween and incubated for 2 hours with the horseradish
peroxidase-conjugated goat immunoglobulin G (IgG) anti-human IgG (ICN
pharmaceuticals, Quebec, Canada). After 4 additional washes with PBS-Tween, the
peroxidase reaction was performed by addition of o-phenylelediamine (2 mg/mL; ICN
pharmaceuticals, Quebec, Canada) and 0,003% hydrogen peroxide in 0,1 M citrate
and 0,2 M sodium phosphate buffer at pH 5,0. After 30 minutes, the reaction was
stopped by addition of 50 pl of 4 M sulfuric acid, and the absorbency was read at 492
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nm. The anti-SK antibody titers were expressed in arbitrary units (AU/mL) by
comparison with a control serum, which was given a titer of 500 AU/mL, included on

each plate.

Determination of SK resistance titers - SK resistance titers were assessed using the
method described by Jalihal and Morris.” SK was diluted in normal saline 0,9% to
give a range of concentrations from 125 U/mL to 2 000 U/mL. Twenty pul of each
dilution were added to 170 pl of PPP in 50 X 9 mm tubes and fibrin clots were
formed by the addition of 10 pl of thrombin (5 U/mL). Immediately after formation of
a PPP clot, the tubes were placed in a water bath at 37°C for 10 minutes. The lowest
concentration of SK to cause clot lysis within 10 minutes represents the resistance

titer.

Statistical analysis - The calculated sample size was 45 subjects in the control and
SK groups to detect a difference of at least 15% in the prevalence of SK-induced,
antibody-mediated, platelet aggregation with a power of 80% and a confidence
interval of 95%. Data are expressed as percentage, median and range or mean + SD,
when appropriate. The Fisher’s exact test was used to detect a difference in the
proportion of subjects showing SK-induced, antibody-mediated, platelet activation
and aggregation between the 3 groups. The Kruskal-Wallis test was used to compare
the ASO, anti-SK antibody and SK resistance titers between the 3 groups. Correlation
was studied using Spearman test. Statistical analyses were performed using the SPSS

software (SPSS 8.0; SPSS Corporation, Illinois, USA).

RESULTS

Patients - One hundred and three subjects participated in this study: 45 in the Control
group, 45 in the SK group and 13 in the SI group. Among the latter group, there were
5 cases of necrotizing fasciitis, 3 streptococcal pharyngitides, 3 septicemias, 1 toxic

shock-like syndrome and 1 cellulitis. Demographics are shown in Table 1, page 61.
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All patients in the SK group were taking aspirin and 20% of them were also receiving

intravenous heparin at the time of the study.

TABLE 1. Demographic characteristics of study patients

Control group SK group SI group
(n=45) (n=45) (n=13)
Age (years
ge (years) 38+9 6312 46 £ 14
Male (%)
49 69 54
Last exposure to SK or
SI (months) N/A 6.7+6.6 10+7.7

N/A: not applicable; SI: streptococcal infection; SK: streptokinase.

Platelet activation - Results of platelet activation are shown in Figure 1, page 62.
Subjects presenting platelet activation induced by the addition of SK, which was
inhibited by prior incubation with IV.3, were qualified as responders. Results are
reported as the proportion of responders in each group. Patients showing no platelet
activation after the addition of ADP (positive control) were eliminated from statistical
analysis (n=6) and samples from 7 other patients could not be assessed. A dose of 500
U/mL of SK resulted in no statistical differences in the proportion of responders
between the 3 groups (5%, 3% and 0% for the Control, SK and SI groups,
respectively). At a dose of 5 000 U/mL, the proportion of responders was greater in
the SK group as compared to the Control (49% vs. 15%, respectively, p = 0.003) or to
the SI group (17%, p = 0.005). However, there was no statistical difference between
the SI and Control groups. The monoclonal antibody IV.3 reduced the percentage of
platelet activation by 75+16% (p < 0.001) in subjects showing SK-induced platelet

activation.
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FIGURE 1. Prevalence of SK-induced, antibody-mediated platelet activation among
the three patient groups. Two doses of SK were tested (500 and 5000 U/mL). SI =

streptococcal infection; SK = streptokinase.

Platelet aggregation - Data are summarized in Figure 2, page 63, and results are
reported as the proportion of responders in each group. Patients presenting platelet
aggregation induced by the addition of SK, which was inhibited by prior incubation
with IV.3, were qualified as responders. Patients showing no platelet aggregation after
the addition of ADP (positive control) were eliminated from statistical analysis (n=4)
and samples from 7 other patients could not be assessed. A dose of 500 U/mL of SK
resulted in no statistical differences in the proportion of responders between the 3
groups (0%, 0% and 8% for the Control, SK and SI groups, respectively). At a dose of
5 000 U/mL, the proportion of responders was greater in the SK and SI groups (both
at 23%) as compared to the Control group (0%; p = 0.002, SK vs. Control; p = 0.007,
SI vs. Control). As expected, the monoclonal antibody IV.3 also prevented SK-
induced platelet aggregation (87+9% inhibition, p < 0.001) in patients showing SK-
induced platelet aggregation. Of note, the higher rate of platelet aggregation compared
to platelet activation in the SI group is related to unavailable platelet activation data

for a patient that presented platelet aggregation.
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FIGURE 2. Prevalence of SK-induced, antibody-mediated platelet aggregation
among the three patient groups. Two doses of SK were tested (500 and 5 000 U/mL).

SI = streptococcal infection; SK = streptokinase.

Anti-SK antibody, SK resistance and antistreptolysin-O titers - The median anti-
SK antibody levels were highest in the SK group and lowest in the Control group (680
[19-6554] AU/mL in SK; 133 [2-2938] AU/mL in SI; 57 [7-106] AU/mL in Control;
p<0.05 for all comparisons; Figure 3, page 64). Similarly, median SK resistance titers
were highest in the SK group and lowest in the Control group (500 [62.5-2000] U/mL
in SK; 250 [62.5-2000] U/mL in SI; 62.5 [62.5-500] U/mL in Control; p<0.05 for all
comparisons; Figure 4, page 65). The median ASO titers were higher in the SI group
as compared to the SK and Control groups (undetectable [0-250 Todd units] in SK;
166 [0-2500] Todd units in SI; undetectable [0-333 Todd units] in Control; p<0.05 SI
vs. Control and SI vs. SK).
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FIGURE 3. IgG titers in the three groups of patients. The short horizontal lines
represent the median values; p< 0.05 for all comparisons. SI = streptococcal infection;

SK = streptokinase.
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FIGURE 4. SK resistance titers in the three groups of patients. The short horizontal

lines represent the median values; p< 0.05 for all comparisons. SI = streptococcal

infection; SK = streptokinase.

Correlations - There is a positive correlation between anti-SK antibody and SK

resistance titers (1=0.450, p<0.001; Figure 5, page 66). However, there is a weak

correlation between anti-SK antibody and ASO titers (r=0.269, p=0.001) and no

correlation between the SK resistance and ASO titers (r=0.082, p=0.323).
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FIGURE 5. Correlation between SK resistance and IgG titers in all patients.

Positive weak correlations can also be observed between the following parameters:
anti-SK antibody titers and SK-induced platelet activation (r=0.397, p<0.001) and
aggregation (r=0.343, p=0.001); SK resistance titers and SK-induced platelet
activation (r=0.427, p<0.001) and aggregation (r=0.270, p=0.007). Finally, anti-SK
antibody titers are significantly higher in patients with SK-induced platelet activation
than in non-responders (603.5 [19-6554] AU/mL vs. 82 [2-2938] AU/mL,
respectively, p=0.006; Figure 6, page 67). The same can also be observed in patients
who showed SK-induced platelet aggregation (868 [114-3938] AU/mL vs. 81 [2-
6554] AU/mL, respectively, p=0.0004).
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FIGURE 6. IgG titers in platelet activation and platelet aggregation responders and

non-responders. The short horizontal lines represent the median values.
DISCUSSION

This study establishes the platelet-activating and aggregating potential of anti-SK
antibodies in a population having received SK or having had a streptococcal infection.
It also documents the magnitude of anti-SK antibody and resistance titers after

administration of SK or after a streptococcal infection.

SK has been used as a fibrinolytic agent for many decades. While it has been shown
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to be efficacious in the treatment of acute myocardial infarction, its use is hindered by
low patency rates and reocclusion. Both phenomena may, among other reasons, be

due to the presence of neutralizing anti-SK antibodies.

Platelet activation - We observed the activating potential of anti-SK antibodies in the
presence of SK using whole blood flow cytometry. This is the first time that SK-
induced, antibody-mediated, platelet activation is assessed using this method. Indeed,
most of the previous studies quantified platelet activation via the dosing of secreted
substances. Flow cytometry allows the determination of the activation state of
platelets in their physiological milieu of whole blood. It minimizes manipulation of
samples, thus preventing artifactual in vitro platelet activation, as well as potential

loss of platelet sub-populations.'®

Our results show that in terms of platelet activation, our post infection group
resembled more closely the control group, whereas in terms of platelet aggregation, it
resembled more closely the SK group. In the platelet activation cascade, stimulated
platelets express PAC-1 at their surface then aggregate. Platelet activation does not
always lead to in vitro platelet aggregation. In the SI group, PAC-1 expression was
followed by platelet aggregation in all cases. On the contrary, in the SK group, PAC-1
expression led to platelet aggregation in only half of the patients. This could be
explained by the platelet aggregation inhibitory effect of aspirin, which was taken by
all patients in the SK group and in no patient in the other two groups. In the control
group, the fact that the 15% responders to activation did not translate into platelet

aggregation could be related to low titers.

The lower platelet activation rate in the SI group compared to the SK group might be
explained by the observed lower anti-SK antibody titers. It might also be hypothesized
that the subset of antibodies that promotes platelet activation is weakly elicited

following a streptococcal infection.
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Platelet aggregation - Our platelet aggregation results can be compared to previously
reported observations. In one study, platelet aggregation induced by SK was measured
from patients treated for AMI with SK. Before treatment with SK, none of the 13
patients had SK-induced platelet aggregation, whereas five of these 13 patients (38%)
were positive 1 week after treatment.'' In this study, both anti-SK antibody titers and
SK resistance titers were significantly higher in the subjects with SK-induced platelet

aggregation (responders) than in the non-responders.

In the present study, none of the healthy volunteers presented SK-induced, antibody-
mediated, platelet aggregation. In comparison, Vaughan et al. reported that 14% of
healthy volunteers presented SK-induced, antibody-mediated, platelet aggregation,'
while Abdelouahed et al. found a slightly greater prevalence of 20% of responders
among a group of healthy volunteers."® Lebrazi et al. also found a 30% prevalence of
SK-induced platelet aggregation in healthy blood donors."* The authors suggested that
the level of the platelet aggregating antibodies in responsive donors is low and that
they constitute a distinct qualitative subset of anti-SK antibodies. In a comparative
study of recombinant staphylokinase and streptokinase, 6 out of 25 (24%) healthy
volunteers also presented SK-induced, antibody-mediated, platelet aggregation.'® The
difference in our results with the literature might be explained by the composition of
the Control group. Different exposition rates of streptococcus among different

populations may contribute to different baseline titers.

This is the first time that the platelet aggregating potential of anti-SK antibodies is
studied following a streptococcal infection. /n vitro, these antibodies seem to behave
similarly to those induced by previous administration of streptokinase. This would
suggest that the use of streptokinase should be avoided in patients with a history of

prior streptococcal infection as is done in those with prior streptokinase exposure.

Antistreptolysin-O, anti-SK antibody and SK resistance titers - As expected, ASO

titers were elevated in the SI group, and undetectable in the control and SK groups.
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The levels of anti-SK antibody and resistance titers were elevated and similar in the
SK and SI groups. The median in the SI group was lowered because of two outliers

from blood drawn late (21 and 22 months) after the streptococcal infection.

Our results are in agreement with previous reports.”™ Recently, Squire et al. measured
anti-SK antibodies in 219 patients who had received SK for the treatment of AMI in
the last 12 to 90 months.”® Anti-SK antibodies were elevated at all time periods after
SK treatment and significantly correlated with neutralizing anti-SK antibody titers.
The authors suggested that the readministration of SK must be considered inadvisable
up to at least 90 months following first therapeutic exposure. We also found a
significant correlation between anti-SK antibody and resistance titers (Figure 5, page

66).

Patients with SK-induced platelet activation and aggregation exhibited elevated anti-
SK antibody and resistance titers. These results correlate with those previously
reported. Indeed, Vaughan et al. found a highly significant correlation between the in
vitro platelet aggregation response to SK and the anti-SK antibody titers.'* Moreover,
Lonsdale et al. found markedly increased SK-induced platelet aggregation and
granule release in whole blood from patients 30 days after SK infusion, together with
elevated anti-SK antibody levels.”' However, Abdelouahed et al. observed that SK-
induced platelet aggregation did not appear to be related to the titer of anti-SK

antibodies. '’

Study limitations - The longer time between exposure and sampling in the SI group
may have contributed to lower IgG titers compared to the SK group. The small
sample size of the SI group may decrease the reliability of our findings. Since age
and gender is known to affect platelet reactivity, the dissimilarity between the three
groups may represent a study limitation.”” The SK group was older and mostly
composed of men. However, it can be argued that patients composing the SK group
are representative of the average patient who would receive SK for the treatment of

AMI.
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CONCLUSION

This study demonstrates that neutralizing antibody titers to SK and the in vitro
response of platelets in patients having been exposed to streptococcal infection is
similar to patients having been exposed to SK. In the same way that patients having
previously received SK are approached with different strategies, so should patients
with recent streptococcal infection presenting with acute myocardial infarction. How

far back a streptococcal infection history should be searched for is unknown.

This study demonstrates that activation and aggregation of platelets occur with a high
frequency, especially in patients with high titers of anti-SK antibodies. Also, while
patients who have previously received SK for the treatment of AMI present high anti-
SK antibody and resistance levels, about half of them also present antibody-mediated
platelet activation and a quarter show in vifro antibody-mediated platelet aggregation.
Hence, readministration of SK to patients who have previously been treated with SK
would not be recommended, not only because of the high anti-SK antibody and SK
resistance levels, but also because of the potential risk of in vivo platelet activation

and aggregation, which could lead to reocclusion.
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ABSTRACT

Background — Failure to reperfuse (60%) and early reocclusion (16%) following
streptokinase (SK) therapy for acute myocardial infarction may, among other causes,
be due to systemic inactivation of SK by neutralizing antibodies, as well as SK-
induced, antibody-mediated, platelet aggregation.

Objectives — The purpose of this study was to evaluate the effect of tirofiban (a GP
[Ib/1lla antagonist) in preventing streptokinase-induced, antibody-mediated, platelet
aggregation after administration of SK or development of a streptococcal infection.
Methods and Results — We selected 103 patients divided into 3 groups: 45 normal
volunteers, 45 patients who had received SK within the past 3 years, and 13 patients
who had suffered a severe streptococcal infection also within the past 3 years. Blood
samples were withdrawn to measure the extent of inhibition of SK-induced, antibody-
mediated, platelet aggregation by tirofiban. SK-induced, antibody-mediated, platelet
aggregation was observed in 23% of SK patients, in 23% of streptococcal infection
patients, and in none of the normals. Tirofiban inhibited SK-induced, antibody-
mediated, platelet aggregation by 89% (p<0.001). Similarly, ADP-induced platelet
aggregation was inhibited by 92% (p<0.001) with tirofiban.

Conclusions — SK-induced, antibody-mediated, platelet aggregation occurred in one
fourth of patients who received SK or were exposed to a streptococcal infection in the
past 3 years. It is reasonable to believe that such patients may not benefit from SK
therapy. In these patients, tirofiban significantly decreases the extent of anti-SK
antibody-mediated, plafelet aggregation. Hence, patients undergoing SK therapy may

benefit from tirofiban as an adjunctive therapy.

Keywords: streptokinase, antibodies, myocardial infarction, platelets, inhibitors
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CONDENSED ABSTRACT

We evaluated the effect of tirofiban in preventing streptokinase-induced, antibody-
mediated, platelet aggregation after administration of SK or development of a
streptococcal infection. We selected 103 patients divided into 3 groups: 45 normal
volunteers, 45 patients who had received SK within the past 3 years, and 13 patients
who had suffered a severe streptococcal infection also within the past 3 years. SK-
induced platelet aggregation was observed in 23% of SK and streptococcal infection
patients, and in none of the normals. Tirofiban inhibited SK-induced platelet
aggregation by 89%. Hence, patients undergoing SK therapy may benefit from

tirofiban as adjunctive therapy.



ABBREVIATIONS AND ACRONYMS

ADP:
ASO:
FeyRIL:
GP:
IgG:

PBS:
PPP:
PRP:
SI:
SK:

Adenosine diphosphate
Antistreptolysin-O
Fe-gamma receptor type 11
Glycoprotein
Immunoglobulin G
Normal volunteers
Phosphate-buffered saline
Platelet poor plasma
Platelet rich plasma
Steptococcal infection

Streptokinase
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INTRODUCTION

Streptokinase (SK) has been used for decades in the treatment of acute myocardial
infarction. However, its use is hindered by resistance to fibrinolysis and reocclusion.
Indeed, greater than 60% of patients fail to optimally reperfuse with SK' and early
reocclusion is observed in up to 16%.> Produced by B-hemolytic streptococci, SK
induces an immune response which leads to the production of anti-SK antibodies.
These antibodies are ubiquitous in adult humans and circulate as immunologic
evidence of previous treatment with SK or streptococcal infections.> Very high titers
may remain in blood for many months to years.®® Anti-SK antibodies may inactivate
a subsequent dose of SK.'" They have also been shown to induce platelet
aggregation.!  For this reason, readministration of SK is not recommended for

months to years after a previous administration.

Although SK-induced platelet aggregation is not generally recognized as a potential
complication of the drug, its prevalence ranges from 14% to 30% in healthy blood
donors.''™ It is thought to be initiated by the binding of anti-SK antibodies to the SK-
plasminogen complex located on the platelet surface and is not dependent on the
conversion of plasminogen to plasmin.''™® The ability of anti-SK antibodies to
promote SK-induced platelet aggregation is based on immune activation of platelets
and requires the interaction of the Fc domain of anti-SK antibodies with FcyRII

(CD32), a receptor that can be found on the platelet membrane.

However, limited information is available regarding the magnitude of anti-SK
antibody titers and prevalence of SK-induced platelet aggregation after a streptococcal
infection. In recent years, GP IIb/llla inhibitors were shown to block fibrinogen
binding to platelet GP IIb/Illa receptors and thus prevent platelet aggregatioh.
Therefore, the purpose of this study was to evaluate the efficacy of tirofiban (a GP
IIb/Illa inhibitor) in preventing SK-induced, antibody-mediated, platelet aggregation

after administration of SK or development of a streptococcal infection.
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METHODS

Patient population - The study was performed at the Hopital du Sacré-Cceur de
Montréal, between November 1998 and September 1999. We included 103 patients
divided in 3 groups: 45 normal volunteers (N), 45 patients treated with SK within the
past 3 years (SK) and 13 patients who had suffered a severe streptococcal infection
(SI) also within the past 3 years. Exclusion criteria were as follows: for the N group —
history of streptococcal infection or SK use within the last 3 years, coronary artery
disease, diabetes mellitus, rheumatoid arthritis; for the SK group — any streptococcal
infection within the past 3 years; for the SI group — previous SK use. In addition, all
subjects receiving ticlopidine, warfarin, corticosteroids or immunosuppressive agents
were excluded. The study was approved by the institutional review committee and all

subjects gave written informed consent.

Collection and preparation of human plasma - Blood samples were collected in
ambient 5-mL vacutainer tubes containing 0,5 mL of 3,8% sodium citrate. Blood was
centrifuged at 2000 rpm for 3 minutes at room temperature to obtain citrated platelet-
rich plasma (PRP). Platelet-poor plasma (PPP) was prepared by additional
centrifugation at 2800 rpm for 10 min. PRP counts were adjusted at 300 000 to 350
000 cells/pl by dilution with autologous PPP. PRP was used within 1 to 1.5 hour to
determine platelet aggregation after addition of SK. PPP was used to set the
aggregometer and to determine anti-SK antibody titers. All concentrations refer to the

final concentration in PRP or in PPP.

Determination of platelet aggregation - Platelet aggregation was measured by the
use of a turbidimetric method,'* using a four channel aggregometer (PAP 4, Biodata,
PA, USA). Aggregation curves were calibrated from 0 to 100% light transmission
with PRP and PPP, respectively. Four hundred and fifty ul of PRP were added in
parallel to three cuvettes containing a magnetic stir bar and stirred at 1100 rpm.
Platelet aggregation was measured in the first tube after stimulation with ADP 2 uM

(positive control), whereas SK (5 000 U/mL) was added in the second tube as the
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inducing agent. IV.3 (2 pg/mL; Medarex, New Jersey, USA) was added 2 minutes
before the addition of SK 5 000 U/mL in the third tube. This tube was used to confirm
that SK-induced platelet aggregation requires the interaction of the anti-SK antibody

Fc domain with the platelet FcyRII (also known as CD32).

In a second series of tests in patients showing SK-induced, antibody-mediated platelet
aggregation, the extent of inhibition by tirofiban was measured by incubating tirofiban
(50 ng/mL; Merck & Co., Rahway, New Jersey) for 2 minutes prior to the addition of
5 000 U/mL of SK. The dosage of tirofiban was chosen to reflect its maximal plasma
concentration during a 1-hour infusion of 0.4 ;,tg/kg/min.15 Finally, tirofiban was also
added 2 minutes before the addition of ADP 2 uM in the last tube as a comparison.

The extent of platelet aggregation was expressed as a percent of light transmission.

Titration of anti-SK antibodies - Plasma anti-SK antibody titers were measured
using a one-site non-competitive ELISA according to the method of Engvall and
Perlman.'® Wells of micro-ELISA plates were incubated with a 200-pl solution of
albumin-free SK (1 000 U/mL) in 0.05 M carbonate/bicarbonate buffer (pH 9.6)
overnight at 4°C. The wells were then treated with phosphate-buffered saline (PBS)
containing 1% bovine serum albumin (PBS-BSA) and washed four times with PBS
containing 0.05% Tween 20 (PBS-Tween). PPP (100 ul, diluted from 1/50 to 1/204
800) was added to the wells in duplicate and incubated for 2 hours at 37°C. The wells
were washed again four times with PBS-Tween and incubated for 2 hours with the
horseradish peroxidase-conjugated goat IgG anti-human IgG (ICN pharmaceuticals,
Quebec, Canada). After four additional washes with PBS-Tween, the peroxidase
reaction was performed by addition of o-phenylelediamine (2 mg/mL; ICN
pharmaceuticals, Quebec, Canada) and 0.003% hydrogen peroxide in 0.1 M citrate
and 0.2 M sodium phosphate buffer at pH 5.0. After 30 minutes, the reaction was
stopped by addition of 50 pl of 4 M sulfuric acid, and the absorbency was read at 492
nm. The anti-SK antibody titers were expressed in arbitrary units (AU/mL) by

comparison with a control serum, which was given a titer of 500 AU/mL, included on
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each plate.

Statistical analysis - Data are expressed as percentage, median and range, or mean +
SD, when appropriate. A paired ¢ test was used to evaluate the effect of tirofiban on
platelet aggregation in patients presenting SK-induced platelet aggregation. Statistical
analyses were performed using the SPSS software (SPSS 8.0; SPSS Corporation,
Illinois, USA).

RESULTS

Patients - One hundred and three subjects participated in this study: 45 in the N
group, 45 in the SK group and 13 in the SI group. Among the latter group, there were
5 cases of necrotizing fasciitis, 3 streptococcal pharyngitides, 3 septicemias, 1 toxic
shock-like syndrome and 1 cellulitis. Demographics are shown in table 1, page 85. All
patients in the SK group were taking aspirin and 20% of them were also receiving
intravenous heparin at the time of the study. The median anti-SK antibody levels
were highest in the SK group and lowest in the N group (680 [19-6554] AU/mL in
SK; 133 [2-2938] AU/mL in SI; 57 [7-106] AU/mL in N group).
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TABLE 1. Demographic characteristics of study patients

NORMALS SK ST
(n=45) (n=45) (n=13)
Age (years) 38+9 6312 46 + 14
Male (%) 22 (49) 31(69) 7(54)
Last exposure to SK or SI
N/A 6.7+6.6 10+7.7
(months)
Median anti-SK antibody titers
57 680 133
(AU/mL)
Number of patients with SK-
0 (0) 10 (23) 3(23)
induced platelet aggregation (%)
Aspirin use (%) 0(0) 45 (100) 0 (0)

N/A: not applicable; SI: streptococcal infection; SK: streptokinase.

Platelet aggregation - A total of 13 patients presented SK-induced platelet
aggregation [23% (n=10), 23% (n=3) and 0% of the patients in the SK, SI, and N
groups, respectively]. IV.3 prevented SK-induced platelet aggregation in all but one
patient (87+9% inhibition, p<0.001; Figure 1, page 86). Tirofiban inhibited SK-
induced, antibody-mediated, platelet aggregation by a mean of 89+14% (p<0.001) in
all responders, while ADP-induced platelet aggregation was inhibited by 92+6%

(p<0.001) with tirofiban in all responders as well.
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FIGURE 1. Inhibition of adenosine diphosphate (ADP)-induced or streptokinase
(SK)-induced platelet aggregation with tirofiban (Tiro) or IV.3 (monoclonal antibody
directed against platelet Fcy receptor type II involved in the interaction with the Fc
domain of anti-SK antibodies) in 13 patients demonstrating SK-induced platelet

aggregation. * p<<0.001 vs ADP; T p<0.001 vs SK.

DISCUSSION

The current study confirms that a GP IIb/Illa antagonist such as tirofiban can prevent

SK-induced, antibody-mediated, platelet aggregation.

Anti-SK antibodies are ubiquitous in adults and increase in titer after infections by
streptococci or treatment with SK.®® It has also been postulated that a subset of these
antibodies can promote platelet aggregation in the presence of SK. In the present
study, SK-induced, antibody-mediated, platelet aggregation occurred in about one
quarter of patients who had previously been treated with SK for an AMI or had
suffered a streptococcal infection within the past 3 years. Among patients who had

been treated with SK, SK-induced, antibody-mediated, platelet aggregation occurred
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despite daily ASA administration. Tirofiban inhibited in vitro platelet aggregation in

all patients.

The platelet GP IIb/Illa membrane receptor plays a pivotal role in the final common
pathway leading to platelet aggregation through its binding to fibrinogen.'”'® It is
intimately involved in the pathophysiology of platelet-rich arterial thromboses'® and

20,21
resultant acute coronary syndromes.””

Platelet activation can interfere with the fibrinolytic process and predispose to early
reocclusion of the culprit artery. Platelet-rich thrombi are resistant to fibrinolysis
because platelets and fibrin still accumulate on the thrombus despite functional
fibrinolysis.'® It has been shown that inhibition of platelet function enhances the
response to fibrinolytic agents and prevents reocclusion. Indeed, coronary patency
occurs faster and is more sustained when antiplatelets, such as ASA and anti-GP

IIb/ITa used with fibrinolytic agents.?

In vitro, anti-SK antibodies caused platelet aggregation of similar magnitude to a
standard dose of ADP in responders. In the same patients, the monoclonal antibody
IV.3 confirmed in all but one patient that the anti-SK antibodies were responsible for
the platelet aggregation by blocking 87% of their effects. As expected, in vitro
tirofiban at clinically-used concentrations inhibited 92% of the ADP-induced platelet
aggregation. Finally, in vitro tirofiban at the same concentration inhibited anti-SK
antibodies-induced platelet aggregation to the same extent as it did to ADP-induced
aggregation and as did IV.3. Hence, it is possible that the effect of anti-SK antibodies
present in almost 25% of recently streptococcus-infected or SK-treated patients,
which compromise its efficacy, could be neutralized by the concomitant

administration of tirofiban.

Tirofiban, the GP IIb/Illa antagonist used in this study, has been shown to inhibit ex

vivo platelet aggregation in a dose- and concentration-dependent manner. Three large-
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scale clinical studies have examined the role of tirofiban alone or in combination with
heparin in comparison to heparin alone in patients with acute coronary syndrome or
undergoing PTCA.*?° However, tirofiban has not yet been studied in combination
with SK for the treatment of AMI. Abciximab, a chimeric antibody to the GP IIb/Illa
receptor able to inhibit platelet aggregation, was studied in combination with
ascending doses of streptokinase in patients with acute myocardial infarction and
showed no improvement in TIMI 3 flow at 90 minutes over rt-PA alone. Although
risk of major bleeding was increased, it was mostly attributed to increased bleedings
at instrumented sites, whereas a lower risk of spontaneous or intracranial bleedings
was observed.”® A study on the combination of full-dose SK with escalating doses of
eptifibatide, a peptidic GP IIb/lla antagonist, vs. placebo in 181 patients
demonstrated a 42% improvement in patency rate (defined as TIMI 3 flow at 90
minutes).”” This benefit was obtained at the cost of an increase in major and minor

bleeding, which occurred mainly at the arterial puncture site.

CONCLUSION

SK-induced, antibody-mediated, platelet aggregation occurred in approximately a
quarter of patients who received SK or were exposed to a streptococcal infection
within the past 3 years. Such patients may not obtain the same benefits of SK therapy.
In these patients, tirofiban significantly decreased the extent of anti-SK antibody-
mediated platelet aggregation. Hence, patients presenting with acute myocardial
infarction and for whom SK administration is considered may benefit from tirofiban
as an adjunct therapy if anti-SK antibodies are present or suspected to be.
Additionally, dosing the anti-SK antibody levels prior to initiating thrombolytic
therapy would allow better assessment of the risks and benefits for such patients and
devises designed for this already exist. However, prospective clinical studies in
patients with elevated anti-SK antibody levels are required to assess the safety of a
combinaison of SK and tirofiban and the period of time following a first SK

administration or a streptococcal infection remains to be determined.
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1. DISCUSSION GENERALE

Les travaux effectués dans le cadre de ce projet de maitrise avaient pour but I’étude
de Peffet des anticorps anti-SK sur Pactivité plaquettaire et 1’efficacité fibrinolytique
de la SK. Ce projet de recherche décrit ainsi pour la premiére fois la production
d’anticorps anti-SK et la résistance a la SK chez des patients ayant eu une infection
sévére aux streptocoques (cellulite, septicémie ou fascite nécrosante). De plus, nous
avons également déterminé le potentiel d’activation et d’agrégation plaquettaire des
anticorps anti-SK chez des patients ayant recu de la SK pour un IM-ST ou suite a une

infection aux streptocoques.

Les limites actuelles du traitement fibrinolytique a la SK chez les patients avec IM-
ST reposent en partie sur un taux élevé de réocclusion et un taux insatisfaisant de
reperfusion compléte (TIMI grade 3). De fagon générale, on considére que les
anticorps anti-SK risquent d’interférer avec I’activité fibrinolytique de la SK en
réduisant son efficacité, et pourraient méme accroitre les risques de rethrombose et de
réocclusion. Ainsi, une connaissance plus approfondie de I’effet des anticorps anti-SK
sur des paramétres hématologiques précis, tels que la fibrinolyse et I'activité

plaquettaire, peut certainement mener a une utilisation plus efficace de la SK.

Malgré les nombreux articles publiés sur le sujet, I’effet des anticorps anti-SK
demeure relativement peu définie. En effet, les études traitant de leur effet
neutralisant sur Pactivité fibrinolytique de la SK se concentrent principalement sur
I’évaluation des titres d’anticorps chez des patients coronariens et dans la population
générale. Trés peu d’auteurs ont évalué les taux d’anticorps chez des patients ayant eu
des infections aux streptocoques, infections de plus en plus fréquentes et qui
pourraient avoir un impact négatif sur un éventuel traitement fibrinolytique. D’autres
études portaient plutdt sur les phénoménes de réactions allergiques, *'**'**%° ou

d’agrégation plaquettaire.?'>%1224 Cependant, ces phénoménes ont rarement été

étudiés de fagon simultanée.
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Dans le cadre de ce projet, les taux d’anticorps plasmatiques totaux dirigés contre la
SK et les sous-types neutralisants ont été évalués chez des patients ayant été traités a
la SK, chez des patients ayant eu une infection sévére aux streptocoques et chez des
volontaires sains composant un groupe contrble. L’activité plaquettaire était
également évaluée par le biais de la détermination de I’activation et de 1’agrégation
plaquettaire. Une méthode additionnelle devait par ailleurs nous permettre d’étudier
Peffet d’un anti-plaquettaire, le tirofiban, sur la vitesse de fibrinolyse chez les patients
présentant une activation et une agrégation plaquettaire induite par les anticorps anti-

SK en présence de SK.

1.1. Les anticorps anti-streptokinase

Les taux d’anticorps anti-SK ont été évalués selon la méthode ELISA, qui permet de
quantifier les anticorps plasmatiques de type IgG dirigés contre une variété d’épitopes
localisés sur la molécule de SK. Cette méthode a été préconisée par rapport a la
méthode de microradioimmunologie a cause de l’avantage qu’elle offre par
"utilisation de petits volumes de réactifs. D’un autre c¢6té, 1’évaluation de I’effet des
anticorps dirigés contre le centre actif de la SK, qui inhibent par le fait méme son
activité fibrinolytique, s’est faite par le biais du test de résistance a la SK. Cette
méthode permet de mesurer la dose de SK nécessaire a la lyse compléte, en 10
minutes, d’un caillot formé par ’addition de thrombine et de calcium sur du plasma

sans plaquettes (PPP).

Les résultats obtenus selon ces deux méthodes concordent avec ceux rapportés dans la
littérature. Ainsi, les patients ayant déja regu de la SK pour un IM-ST présentaient
une résistance a la SK et des taux élevés d’anticorps anti-SK, tandis que ces mémes
paramétres, bien que souvent détectables, étaient significativement plus bas chez les
volontaires sains. Finalement, la résistance a la SK et les titres d’anticorps anti-SK
observés chez les patients ayant eu une infection aux streptocoques, bien qu’inférieurs

aux valeurs retrouvées chez les patients du groupe post-infarctus, étaient également
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significativement plus élevés, comparativement aux valeurs observées chez les

volontaires sains.

La présence d’anticorps anti-SK peut avoir plusieurs impacts négatifs lors d’un
traitement fibrinolytique a la SK. D’une part, ces anticorps sont susceptibles de
neutraliser la SK par encombrement stérique ou par liaison directe avec le centre actif
de la SK, empéchant dans les deux cas le Plg de se lier a la SK. D’autre part, sans étre
nécessairement neutralisants, les anticorps anti-SK peuvent également entrainer une
clairance plasmatique accélérée de 1’agent fibrinolytique. Les résultats obtenus dans
le cadre de ce projet suggerent donc que les patients ayant déja recu de la SK et les
patients ayant eu une infection aux streptocoques pourraient ne pas retirer les mémes
bénéfices que des patients n’ayant jamais eu de contact avec des antigénes dérivés des

streptocoques, dans le cadre d’un traitement fibrinolytique a la SK.

1.2. Activité plaquettaire

Outre leur potentiel neutralisant, les anticorps anti-SK peuvent également étre
impliqués dans la formation de complexes immuns tertiaires avec le Plg et le
récepteur plaquettaire CD42, risquant ainsi de provoquer une activation et une
agrégation plaquettaire. Afin d’approfondir le sujet, certaines manipulations
permettant la détermination de l’activation et de I’agrégation des plaquettes en

présence de SK et d’anticorps anti-SK ont été effectuées.

1.2.1. Activation plaquettaire

Tandis que les études antérieures visaient principalement la détermination de
I’activation plaquettaire par le biais de la quantification des concentrations en
sécrétagogues, la méthode de cytométrie en flux utilisée dans le présent projet, tel que

1.7%% nous a permis de déterminer 1’état d’activation des

décrite par Shattil et a
plaquettes circulantes selon le principe de la liaison des anticorps monoclonaux

activation-dépendants. Cette méthode offre I’avantage de permettre 1’étude des
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plaquettes dans leur milieu physiologique, soit en sang complet, tout en réduisant les
risques d’artéfacts (perte de sous-populations et activation artéfactuelle in vitro) et en
étant plus représentative de ’aspect clinique. %7 La réactivité des plaquettes était donc
étudiée suite a I’ajout d’agonistes (SK, ADP) ou d’antagoniste (IV.3) par le biais de
I’expression des récepteurs GP 1Ib/Illa, tel que déterminé par un changement dans la

liaison de I’anticorps monoclonal PAC-1 27

Ainsi, nous rapportons pour la premicre fois ’état d’activation des plaquettes, en
présence de SK et d’anticorps anti-SK, par la méthode de cytométrie en flux. Une
activation plaquettaire induite par les anticorps anti-SK en présence de SK a été
observée chez pres de la moitié (45.9%) des patients ayant regu de la SK pour le
traitement de I’'IM-ST, avec une dose de 5 000 U/mL. Ce taux chutait a 16.7% chez
les patients ayant eu une infection aux streptocoques et a 14.6% chez les patients
sains. La différence observée au niveau de la proportion de patients répondeurs, dans
chaque groupe, pourrait étre expliquée par le fait que le groupe post-infarctus est
majoritairement composé d’hommes. En effet, il a déja été démontré que les
plaquettes, chez les patients de sexe masculin, réagissent plus intensément aux
agonistes de 1’activation et de 1’agrégation plaquettaire.”?® De plus, les patients de ce
groupe sont en moyenne plus agés, ce qui peut également affecter la réactivité de

plaquettes.229
1.2.2. Agrégation plaquettaire

En plus de la méthode de cytométrie, nous avons également déterminé la prévalence
d’agrégation plaquettaire, suite a I’addition de SK, chez les trois groupes de patients.
La méthode d’agrégométrie, telle que décrite par Born et al.,”*® permet d’observer si
une condition clinique particuliére résulte en un changement de la réactivité
plaquettaire. Bien que la plupart des publications portant sur I’agrégation plaquettaire
induite par les anticorps anti-SK en présence de SK dérivent de I'utilisation de la
méthode d’agrégométrie, la prévalence de ce type d’agrégation plaquettaire n’avait

jamais été étudiée chez des patients post-infarctus et post-infection.
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Ainsi, ce travail rapporte, pour une premiére fois également, la prévalence de patients
post-infarctus et post-infection présentant une agrégation plaquettaire induite par les
anticorps anti-SK en présence de SK. Les résultats obtenus démontrent qu’un grand
pourcentage (23%) des patients ayant déja regu de la SK pour le traitement d’un IM-
ST présentent une agrégation plaquettaire induite par les anticorps anti-SK en
présence de SK. Le tirofiban ayant inhibé I’agrégation plaquettaire en présence de
SK, ces patients pourraient bénéficier de 1’addition d’un anti-plaquettaire, tel que le

tirofiban, dans le traitement de I’IM-ST.

Au niveau des volontaires sains, nos résultats concordent faiblement avec ceux
rapportés dans des études précédentes. Ainsi, alors qu’aucun volontaire sain n’a
présenté une agrégation plaquettaire induite par les anticorps anti-SK en présence de
SK, Vaughan et al. rapportaient une prévalence de 14%, avec une dose identique de
SK (5 000 U/mL)."”* Toujours avec la méme dose, Abdelouahed et al.>*! et Lebrazi et
al™® ont également observé des prévalences assez élevées (20% et 30 %
respectivement). Cette divergence de résultats peut s’expliquer en partie par la
composition des différents groupes de volontaires sains. Entre autre, les auteurs ne
mentionnaient pas avoir exclu les infections possibles chez leurs patients. Par ailleurs,
le groupe de volontaires utilisés dans le projet actuel était majoritairement composé
de femmes étant significativement plus jeunes que les patients des groupes post-
infarctus et post-infection. Tous ces facteurs peuvent affecter la réactivité des
plaquettes et expliquer le faible pourcentage de volontaires sains répondeurs observé

dans notre étude.

Quoi qu’il en soit, les prévalences élevées d’activation (chez les patients post-
infection) et d’agrégation plaquettaire (chez les patients post-infarctus et post-
infection) pourraient avoir des répercussions sur le traitement fibrinolytique a la SK.
Du plus, la majorit¢ des patients post-infarctus prenaient de 1’aspirine
quotidiennement et certains étaient méme sous thérapie anticoagulante avec de
I’héparine. De tels résultats impliquent que les patients recevant un premier traitement

fibrinolytique a la SK bénéficieraient de ’administration concomitante d’un anti-
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plaquettaire tel que le tirofiban, qui inhibe in vitro I’agrégation induite par les

anticorps anti-SK en présence de SK.

1.3. Activité fibrinolytique de la streptokinase

Afin de vérifier une des hypothéses de ce projet, a savoir que I’activité fibrinolytique
de la SK est potentiellement inhibée non seulement par la présence d’anticorps anti-
SK, mais également par I’activation et I’agrégation plaquettaire induite par les
anticorps anti-SK en présence de SK, une derniére méthode a été utilisée. Cette
méthode, le test 50% clot lysis time, devait nous permettre de mesurer le temps de
lyse en fonction de la densité optique, dans des puits contenant un thrombus
plaquettaire et différentes concentrations de SK ou de SK/tirofiban. Bien que cette
méthode est habituellement utilisée sur du PPP, I'utilisation du plasma contenant des
plaquettes (PRP) était nécessaire pour les besoins de I’étude. En fonction de
I’hypothése, les résultats attendus consistaient en un temps de lyse plus rapide pour
les échantillons contenant de la SK et du tirofiban, comparativement aux échantillons

n’ayant regu que de la SK.

Les résultats obtenus par le biais de cette méthode ne correspondent cependant pas a
ceux qui étaient attendus et n’ont pas ¢té présentés dans les manuscrits pour les

raisons suivantes :

1. Les résultats €taient non reproductibles, une grande variabilité existant entre des

puits contenant les mémes réactifs (triplicatas);

2. Les graphiques obtenus par le biais de cette méthode auraient dii présenter une
distribution normale alors qu’aucune distribution particuliére n’était discernable. De
plus, tandis que certains patients présentaient des vitesses de lyse trés rapides,
d’autres patients n’ont jamais présenté de lyse, méme aprés des périodes
d’incubations de plus de 24 heures. Chez certains patients, il a méme été impossible
d’obtenir un caillot, malgré I’addition de grande concentration de thrombine et de

2+
Ca™".
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Une analyse statistique effectuée avec les résultats considérés valides a cependant
permis d’observer une différence dans le temps de lyse. Toutefois, cette différence
n’était pas statistiquement significative. Cette méthode n’a jamais été utilisée dans les
¢tudes portant sur les anticorps anti-SK. Il est possible que les résultats incohérents
obtenus soient dus aux trés petits volumes utilisés et a des erreurs de manipulations.
En effet, les volumes étant réduits, la moindre différence de volume ou une erreur de

manipulation peut créer de grande divergence.

1.4. Limitations de ’étude

Ce projet comporte certaines limitations dont il est nécessaire de faire mention. Ainsi,
les différences dans la composition des groupes, tant au niveau de 1’4ge que du sexe,
la différence au niveau des intervalles depuis ’administration de SK ou depuis

I’infection aux streptocoques, sont autant de facteurs ayant pu influencer les résultats.

Malgré ces limitations, plusieurs mesures ont été prises afin de réduire les biais au
maximum et représenter autant que possible les conditions cliniques. Ainsi, les
échantillons sanguins étaient toujours pris durant la méme période de la journée, soit
entre 8:00 et 10:00 am. De plus, nous avons également considéré les patients prenant
de I’AAS ou sous traitement héparinique. En effet, il aurait été difficile de recruter
des patients post-infarctus ne prenant pas cet anti-plaquettaire. D’autre part,
Padministration d’AAS étant un standard dans le traitement post-infarctus,

I’utilisation de ces patients était pleinement justifiée du point de vue clinique.

A un autre niveau, certains problémes ont été rencontrés quant au recrutement de
patients ayant eu une infection sévére aux streptocoques. Tel que déterminé au
préalable, 45 patients devaient étre recrutés pour chacun des groupes. Cependant, dii
au faible nombre de patients traités pour des infections aux streptocoques a I’hopital
du Sacré-Ceeur de Montréal, seulement 13 patients ont pu étre inclus dans I’étude. De
par la faible taille de ce groupe, certaines différences ne peuvent étre démontrées d’un

point de vue statistique.
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2. CONCLUSION

En conclusion, ce travail démontre pour une premiére fois le potentiel pro-activateur
des anticorps anti-SK par le biais de la méthode de cytométrie en flux, tant chez des
patients ayant déja été traités a la SK que chez des patients ayant eu une infection
séveére aux streptocoques. Chez ce dernier groupe de patient, ce travail démontre
également le potentiel neutralisant des anticorps. De fagon idéale, une étude
prospective chez des patients ayant des titres €levés d’anticorps anti-SK et qui aurait
pour objectifs I’évaluation des titres d’anticorps anti-SK, de la résistance a la SK et de
Iactivité plaquettaire avant et aprés I’administration de SK pour un IM-ST,
permettrait de définir plus précisément I’'impact des anticorps anti-SK.sur le
traitement fibrinolytique a la SK. Toutefois, une telle étude ne peut étre conduite a
cause de son caractere non-éthique. Dans un tel contexte, une étude in vitro telle que
celle effectuée dans le cadre de ce projet de recherche permet 1’approfondissement
des connaissances. Nous pouvons ainsi affirmer que les taux élevés d’anticorps anti-
SK, la résistance a la SK et I’activation et ’agrégation plaquettaires, pourraient avoir
des répercussions sur les risques de rethrombose et de réocclusion suite au traitement
fibrinolytique avec la SK. Plus spécifiquement, la caractérisation de D’effet des
anticorps anti-SK sur ’activité plaquettaire et I’efficacité fibrinolytique nous permet

de tirer les conclusions suivantes :

1. Les patients ayant déja re¢u de la SK pour le traitement de 'IM-ST présentent des
titres d’anticorps anti-SK et de résistance a la SK significativement plus élevés que
ceux observés chez les volontaires sains, de sorte qu'une seconde administration de

SK pourrait s’avérer inefficace dans le traitement de I’'IM-ST.

2. Bien que les titres d’anticorps et de résistance ne soient pas aussi élevés
comparativement aux patients post-infarctus, les patients post-infection aux
streptocoques présentent également des valeurs plus élevées que celles retrouvées
chez les volontaires. Ces patients pourraient donc également ne pas retirer les mémes

bénéfices, advenant la nécessité d’un traitement a la SK.
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3. Chez les patients post-infarctus, I’activité plaquettaire est modulée par les anticorps
anti-SK, qui induisent une activation plaquettaire chez prés de 50% des patients suite
a une seconde exposition et qui provoquent une agrégation plaquettaire dans 25% des
cas. Des résultats similaires, bien que d’intensité¢ plus modérée, ont également été
observés chez des patients post-infection. Ces phénoménes d’activation et
d’agrégation plaquettaire observés in vitro pourraient atténuer la vitesse de
reperfusion et augmenter les risques de réocclusion suite a un traitement a la SK.
L’utilisation d’un anti-GP IIb/IIIa, tel que le tirofiban, peut s’avérer bénéfique dans la
réduction de ces risques, puisqu’il inhibe I’agrégation plaquettaire induite par les
anticorps anti-SK en présence de SK. Des études prospectives cliniques sont

nécessaires pour confirmer I’efficacité et la sécurité de la combinaison.

Depuis la derniére décennie, plusieurs investigateurs se sont penchés sur 1’étude des
interactions entre la SK, les anticorps anti-SK et le Plg. Ainsi, des études de biologie
moléculaire ont permis I’identification de certaines régions antigéniques de la
molécule de SK. Ceci pourrait éventuellement permettre la modélisation d’une
molécule mutante de SK, possédant la méme efficacité fibrinolytique mais démunie
de son caractére antigénique.”>* Certains auteurs suggérent ainsi que la caractérisation
détaillée des épitopes permettrait d’éviter les risques de neutralisation, d’agrégation
plaquettaire et d’allergies par utilisation du principe d’immunisation (blocage
peptidique) avant 1’administration de SK ou par substitution de certains acides aminés
impliqués dans I’antigénicité de la molécule. La deuxiéme solution permettrait ainsi
d’altérer la reconnaissance immunologique sans toutefois altérer le potentiel

fibrinolytique de la molécule.”?
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