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Activateurs tissulaires
du plasminogene (tPA)

Leur avenir dans le traitement
de l'infarctus du myocarde

L’activateur tissulaire du plasminogéne (tPA), maintenant
obtenu par génie génétique, a I’avantage sur les thrombolytiques
du type streptokinase et urokinase d’étre assez spécifique de la
fibrine et de peu dégrader le fibrinogéne, réduisant ainsi le risque
d’accidents hémorragiques. Les premiers résultats des essais
thérapeutiques indiquent qu’il serait, par voie intraveineuse,
plus efficace que la streptokinase sur la reperméabilisation des

artéres coronaires thrombosées.

‘existence d’activateurs
tissulaires du plasmi-
nogene a été supposée
depuis une cinquan-
taine d’années, mais
en raison des difficultés d’isole-
ment et de purification, les cher-
cheurs et les cliniciens n’ont pu
disposer de quantités suffisantes
pour permettre les premieéres
études structurales, pharmacolo-
giques et cliniques, que dans les
années 1980.
Ces activateurs sont présents dans
de nombreux tissus, hu-
mains et animaux, tels que l'en-
dothélium vasculaire, le tissu uté-
rin, le cceur et I'ovaire du porg, et
également dans le surnageant de
milieux de culture de cellules nor-
males ou tumorales, et en parti-
culier dans celui des cellules du
mélanome de Bowes. Grace aux
techniques de génie génétique, le
clonage et 'expression d’un acti-
vateur tissulaire humain ont pu
étre réalisés, d’abord dans des cel-
lules procaryotes [1] puis dans des
cellules eucaryotes (cellules de
I’ovaire du hamster chinois)
conduisant ainsi a un activateur
tissulaire glycosylé, copie de I'ac-

tivateur physiologique, et qui est
appelé recombinant tissue-plas-
manogen activator ou rtPA.

tPA et thrombolyse
physiologique

Les activateurs tissulaires du plas-
minogene sont des sérine-pro-
téases, qui, selon leur origine,
animale ou humaine, possédent
des poids moléculaires pouvant
varier de 38 000 a 115 000. A I'état
natif, I'activateur humain est une
glycoprotéine monochaine, de
poids moléculaire voisin de
72 000, existant sous forme de
deux variants, appelés S et L,
comprenant respectivement 527 et
530 acides aminés, et dont la
structure primaire est représentée
sur la figure 1 (page 223).

L’intérét pratique majeur du tPA
par rapport aux enzymes throm-
bolytictxes actuellement utilisées,
streptokinase (SK) et urokinase
(UK), réside dans sa grande affi-
nit¢é pour la fibrine, due a la
présence, au sein de sa molécule,
de sites de liaison sélectifs.

Les sites de liaison. La sélectivité
d’action du tPA vis-a-vis de la
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Figure 1. Structure primaire du tPA humain. *= sites actifs de la molécule; 0= sites potentiels de glycosylation ;
— = coupure de la liaison Asp 275-lle 276 par hydrolyse ménagée par la plasmine, donnant ainsi deux chaines reliées
par un pont disulfure : une chaine lourde A, de 39 000 daltons, portant I'extrémité N-terminale, et dont la conformation spatiale
porte deux boucles, ou kringles, analogues & celles trouvées dans d'autres sérines protéases telles que l'urokinase ou la
prothrombine. Cette région amino-terminale est composée de plusieurs domaines possédant une homologie avec d’autres
protéines connues. Les résidus 1 a 43 sont analogues a ceux du «domaine en doigt» de la fibronectine et les résidus 44
a 91, a ceux du facteur de croissance épidermique (EGF). La chaine lourde contient également quatre sites potentiels de
glycosylation, dont I'un, Asn 218 ne semble pas utilisé. De plus, Asn 184 serait absent lors de I'élution d’un des deux variants
obtenus apres passage sur colonne d‘arginine-sépharose, ce qui expliquerait la différence de poids moléculaire observée entre
les deux formes de tPA isolées a partir du milieu de culture de cellules de mélanome et séparées par électrophorése en
gel de polyacrylamide-SDS [37]. Une chaine légére B, d’'un poids moléculaire de 33 000 possédant I'extrémité C-terminale,
et portant I'unique site catalytique de la molécule. Schématiquement, la chaine lourde permet la fixation du tPA a la fibrine,
et la chaine légere, I'activation du plasminogene, donc Ia fibrinolyse. (D‘aprés[1] et [3].)
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fibrine peut étre expliquée de la
facon suivante. D’'une part, par la
résence de sites de liaison loca-
isés dans la deuxiéme boucle
(kringle 2) de la molécule du
tPA[2] et dans le domaine distal
de la molécule de fibrinogéne, ce
dernier site étant apparemment
masqué, méme dans les produits
de dégradation précoces. Des
changements de conformation de
la molécule de tPA au sein d’'un
complexe ternaire impliquant le
Elasminogéne et la fibrine sem-
lent nécessaires pour démasquer
ces sites récepteurs au tPA (figure
2). D’autre part, par la présence,
a l'extrémité N-terminale de la
molécule du tPA, d’une succes-
sion de 43 acides aminés, qui est
retrouvée dans la molécule de
fibronectine mais absente dans
celle de I'urokinase [3). De plus,
au cours du processus de purifi-
cation du tPA a partir de tissu
cardiaque frais de porc, il a été
montre [4] que le tPA porcin était
réversiblement 1ié a la fibronec-
tine cellulaire et pouvait conser-
ver sa capacité d’activation du
plasminogéne, ce qui semble
indiquer que ces deux protéines
pourraient exister sous forme de
complexes dans les tissus in vivo.
Enfin, il a été récemment suggéré
que la liaison de la forme mono-
caténaire du tPA 3 la fibrine, était
significativement plus impor-
tante que celle de la forme bica-
ténaire [5].
L’activation du plasminogéne
par le tPA. La plasmine est I'en-
zyme responsable de la lyse des
caillots chez les mammiféres. Elle
circule dans le sang sous forme
d’'un zymogéne inactif, le plasmi-
nogeéne, qui peut étre converti en
plasmine en empruntant deux
voies principales (figure 3).
ga) Une voie plasmatique, qui
ait intervenir soit la pro-uroki-
nase (single chain urokinase plas-
minogen activator, scuPA), molé-
cule monocaténaire, convertie
ensuite en urokinase de haut, puis
de faible poids moléculaire, soit
les facteurs de la phase contact de
la coagulation, c’est-a-dire: fac-
teur Hageman, kininogéne de
haut poigs moléculaire, prékalli-
créine et facteur XI (ou facteur

Rosenthal). Ces deux mécanismes
de l'activation du plasminogéne
ne seraient d’ailleurs pas indépen-
dants 'un de I'autre. (b) Une voie
vasculaire, qui est celle des activa-
teurs tissulaires, libérés a partir
des cellules endothéliales des
parois vasculaires, par des stimuli
variés. Des traces de tPA sont trou-
vées dans le sang circulant, mais
I’activité fibrinolytique n’est
cependant détectable dans le

lasma qu’aprés la formation de
ibrine. Ce phénomeéne est en
accord avec le fait que I'activité
enzymatique du tPA est grande-
ment augmentée lorsqu’il hydro-
lyse le plasminogéne en présence
e fibrine.
En raison de la faible affinité du
tPA pour le plasminogeéne libre,
celui-ci n'est pas activé dans le
torrent circulatoire. En revanche,
la présence de fibrine augmente
considérablement le taux d’acti-
vation du plasminogéne par le
tPA. Ceci a été vérifié par la
mesurede la constante de Michae-
lis de la réaction tPA + plasmi-
nogeéne — plasmine, qui est trés
élevée si la réaction a lieu en
milieu plasmatique, et trés abais-
sée en présence de fibrine*, et a été
expliqué par une augmentation
de I'affinité du tPA lié a la fibrine

pour le plasminogéne, sans
influence significative sur le pou-
voir catalytique de I'enzyme. Tou-
tefois, en présence d’'une trés forte
concentration de tPA, I'activation
du plasminogeéne peut avoir lieu
en phase liquide en I’absence de
fibrine. L’étude de la cinétique de
I’activation du plasminogeéne par
le tPA permet ainsi de compren-
dre la «relative» spécificité de
cette réaction.

Les inhibiteurs du tPA. Le tPA,
comme de nombreuses protéases,
peut étre inhibé réversiblement
par un certain nombre d’inhibi-
teurs naturels ou synthétiques.
Parmi les inhibiteurs naturels,
I’a-2-antiplasmine peut étre
considérée comme un inhibiteur
rapide, alors que I'@-2-macroglo-
buline, 'anti-Cl-estérase, et I'a-1-
antitrypsine sont des inhibiteurs
plus lents. Mais le tPA posséde un
inhibiteur spécifique, PAI 1, ou
plasminogen activator inhibitor 1.

* Rappelons que la constante de Michaelis
(Km) est la concentration d’'un substrat d’'une
enzyme a laquelle la vitesse réactionnelle est
la moitié de la vitesse maximale. Plus elle est
élevée, moins laffinité est haute, et inverse-
ment.

Plasminogéne

Thrombolyse
(PDF)

Figure 2. Complexe ternaire plasminogéne-tPA-fibrine permettant une
thrombolyse localisée a la fibrine et a I'abri de I'action de I'a-2 antiplas-
mine. PDF = produits de dégradation de Ia fibrine.
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Figure 3. Voies d’activation du plasminogéne.

Cet inhibiteur spécifique peut
également réagir avec I’'urokinase.
I est labile en milieu acide, ne se
lie pas a la fibrine et n’est pas
retrouvé dans le précipité des
euglobulines, mais dans ﬁ:- surna-
geant. Cette glycoprotéine, dont
le poids moléculaire est voisin de
50000, a également été isolée dans
le surnageant de culture de cel-
lules endothéliales humaines, et
est présente dans les plaquettes
sanguines. Aprés injection de tPA
chez le rat, 60 % environ de la dose
sont neutralisés rapidement par
cet inhibiteur pour donner un
complexe d’environ 200000 dal-
tons dont la fonction principale
pourrait étre I’élimination du tPA
de la circulation sanguine [6].

I Pharmacologie du tPA

In vitro, sur des caillots plasma-
tiques humains suspendus dans
une solution tampon ou dans du
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plasma homologue contenant des
concentrations variées de tPA, 'ac-
tivité thrombolytique du tPA est
environ dix fois plus importante
que celle des urokinases de haut
ou de bas poids moléculaire (UK).
La spécificité relative du tPA vis-
a-vis de la fibrine, et son action
fibrinogénolytique, ont été véri-
fiées par incubation de quantités
croissantes de tPA dans du
plasma citraté déplaquetté pen-
dant une durée de 90 minutes a
37° C, et dosage du taux de fibri-
nogene avant et apres incubation.
Au contraire de la streptokinase
(SK) ou des deux types d’'UK qui
engendrent une dégradation
rapide et progressive du taux de
fibrinogéne (50 % a une concen-
tration voisine de 125 U/ml) le
tPA n’entraine une dégradation
identique qu’a partir de 200 uni-
tés de type UK/ml[7] (soit
1000U du nouveau standard
international tPA)[8].

In vivo, sur des modéles expéri-

mentaux de thromboses veineuses
ou artérielles, le tPA s’est avéré
plus actif que I'urokinase et son
administration parait aussi effi-
cace par voie intraveineuse que
par voie intracoronaire.

La demi-vie trés courte du tPA,
qui est éliminé du plasma de
maniére bi-exponentielle, avec
une phase a bréve, de 1’ordre de
trois a quatre minutes, et une
phase 8 de 12 a 15 minutes, néces-
site une utilisation en perfusion
continue. Le catabolisme est prin-
cipalement hépatique, intracellu-
laire au sein des lysosomes. La
captation du tPA par les hépato-
cytes, implique, tout au moins
chez le rat, la présence d’un récep-
teur spécifique, différent de celui
des hydrates de carbone [9].

tPA et plaquettes. L’administra-
tion prolongée de tPA a causé, en
clinique humaine, quelques inci-
dents hémorragiques, non néces-
sairement liés a une déplétion du
fibrinogene circulant, et vraisem-
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blablement, en partie, dus a des
anomalies du comportement pla-
quettaire. En effet, aprés incuba-
tion de plaquettes filtrées sur gel
en présence de plasminogéne, le
tPA est capable, d’'une part, d’in-
hiber le changement de forme et
I’agrégation induite par la throm-
bine et, d’autre part, d’'augmenter
la réponse sécrétoire aux stimuli.
De plus, ajouté a une suspension
de plaquettes humaines, en pré-
sence d’ADP, le tPA engendre une
désagrégation, dont I'intensité est
fonction de sa concentration, du
moment de son addition, et du
taux de dégradation
du fibrinogéne lié aux pla-
quettes [10]. En effet, le tPA peut
se lier a la surface des plaquettes
activées, par un mécanisme
impliquant également le fibrino-
géne 11é a la plaquette, le fibrino-
géne présentant des sites simi-
laires a ceux de la liaison du tPA
a la fibrine. C'est la présence de
ces sites au sein de l'agrégat pla-
quettaire qui assure la liaison du
tPA a la membrane plaquettaire,
et facilite ainsi l'activation du
plasminogene.

tPA dans l'infarctus
du myocarde

Malgré l'introduction, dans les
années 1960, des unités de soins
intensifs coronariens, dans le but
de traiter les arythmies ventricu-
laires sévéres, la mortalité hospi-
taliére de I'infarctus du myocarde
au stade aigu, reste élevée (entre
10 et 15 % suivant les séries). La
défaillance cardiaque constitue la
cause principale de cette mortalité
et apparait directement liée a
I'importance de la masse myocar-
dique nécrosée. De plus, I’étendue
de l'infarctus et I'importance de
'altération de la fonction systoli-
que ventriculaire gauche sont des
facteurs pronostiques essentiels,
les nécroses étendues étant res-
ponsables de la majorité des
morts secondaires [11].

La limitation de la taille de I'in-
farctus est donc devenue un axe
thérapeutique majeur. Pour
atteindre ce but, le traitement
thrombolytique parait étre actuel-
lement 1’'une des méthodes les

plus efficaces et les plus facile-
ment utilisables.

Base physio-pathologique du
traitement fibrinolytique. Le réle
de la thrombose dans la survenue
de I'infarctus du myocarde, long-
temps controversé, a été mainte-
nant bien établi par les études
coronarographiques, notamment
celle de De Wood[12], qui
constate la présence d’'une throm-
bose chez 80% environ des pa-
tients ayant subi une coronaro-
graphie avant la sixiéme heure.
Mais la thrombose ne résume pas,
a elle seule, la physiopathologie
de I’occlusion coronarienne, et de
multiples facteurs (rupture de
plaque athéromateuse, spasmes,
activation plaquettaire) sont
impliqués dans la pathogénie de
I'infarctus du myocarde. Toute-
fois, la thrombose apparait
comme le processus pathologique
commun, qui transforme la mala-
die coronarienne chronique en
infarctus aigu chez la plupart des
patients.

L’étude des effets de 1’occlusion,
puis de la reperfusion coronaire
expérimentale, a permis de com-
prendre les effets de la reperfusion
thérapeutique.

Des €tudes expérimentales chez le
chien ont montré que la reperfu-
sion d’une artére occluse permet-
tait une réduction de la taille de
I'infarctus, proportionnelle a la
durée d’occlusion. Une reperfu-
sion effectuée 40 minutes aprés
I’occlusion initiale permettait de
sauvegarder 60 a 70 % de la zone
a risque. Ce bénéfice n’était plus
que de 10 a 20 % aprés trois heures
d’occlusion, et devenait pratique-
ment nul apres six heures.

Ces données expérimentales et
coronarographiques ont trés légi-
timement conduit a la mise en
ceuvre d’'un traitement thrombo-
lytique a fortes doses, le plus pré-
cocément possible, au cours de
I'infarctus du myocarde.
Résultats actuels du traitement
thrombolytique. La thrombolyse
au stade aigu de l'infarctus du
myocarde a trois buts princi-
paux: (a) assurer la reperméabi-
lisation de 1’artére coronaire
occluse ; (b) limiter la taille de
I'infarctus afin de préserver la
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fonction ventriculaire gauche;
(c) réduire la mortalité immé-
diate et a long terme.

La plupart des études menées au
début des années 1980 ont été
conduites en utilisant la strepto-
kinase, par voie intraveineuse ou
intracoronarienne. Leur connais-
sance est utile a l’analyse des
études effectuées avec le tPA, et
leurs résultats peuvent étre briéve-
ment résumés.

® Action sur la perméabilité
coronaire. La streptokinase admi-
nistrée par voie intracoronaire
permet d’obtenir une reperméabi-
lisation d’environ 70 a 75 % des
cas[13, 14], tandis que par voie
intraveineuse, ce taux n’est que de
30 a 50%[15, 16]. L’obtention
d’'une reperfusion s’accompagne
habituellement d’'une diminution
rapide de la douleur avec un
retour concomitant du segment
ST a la ligne iso-électrique, de
I’apparition de troubles du
rythme ventriculaire (rythme
idio-ventriculaire actif notam-
ment) et de la survenue précoce
(avant la 16° heure) du pic de
créatine kinase (CK).

® Action sur la taille de U'infarc-
tus et la préservation de la fonc-
tion ventriculaire gauche. Trois
études récemment publiées ont
permis d’affirmer I’efficacité de la
thrombolyse dans la limitation de
la taille de l'infarctus. Elles ont
porté sur un total de 2493 pa-
tients, ayant recu soit une thera-
peutique conventionnelle ou un
placebo, soit de la streptokinase
par voie intraveineuse ou intraco-
ronarienne. La taille de I'infarc-
tus, appréciée a partir des taux de
la fraction MB de la CK*, ou de
la fraction H de la fraction de la
lactate déshydrogénase (LDH), a
été significativement réduite dans
le groupe des malades traités par
thrombolyse. Mais le gain a tou-

* La créatine kinase posséde une isoenzyme
spécifique du cerveau (B) et une autre, spéci-
fique du muscle (M). L’enzyme est un dimeére,
les formes BB et MM étant détectées respecti-
vement dans le cerveau et le muscle. Les sous-
unités M et B sont toutes deux synthétisées
dans le coeur ou l'on trouve les diméres MM,
MB et BB. Les hétérodiméres MB sont donc
assez caracténistiques du cceur.
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jours été proportionnel a la pré-
cocité de la mise en ceuvre du
traitement, de méme que l’aug-
mentation de la fraction d’éjec-
tion globale, et ceci quel que soit
le siége de la nécrose [17-19].

® Résultats sur la mortalité.
L’importante étude italienne
GISSI (gruppo italiano per lo stu-
dio della streptochinasi nell’
infarto)[20], incluant prés de
12 000 malades, et opposant le
traitement médical conventionnel
a une thrombolyse intraveineuse
par la streptokinase, a démontré
que le traitement fibrinolytique
réduisait la mortalité hospitaliere
de facon significative, si la théra-
peutique était débutée avant la
sixiéme heure. Le gain était d’au-
tant plus important que le traite-
ment était commencé plus préco-
cément, avec une réduction de
47 % chez les patients traités dans
la premiére heure de leur infarc-
tus, pourcentage retrouvé dans
I'une des études précédemment
citées [18]. Dans ces deux études,
la diminution de la mortalité était
encore constatée au bout d’un an.
® Risques hémorragiques du
traitement. Le traitement par la
streptokinase, s’accompagne,
dans la quasi-totalité¢ des cas,
d’une fibrinogénolyse impor-
tante, avec un effondrement du
taux de fibrinogéne. Toutes les
séries rapportent un certain nom-
bre de complications hémorragi-
ques dont les plus graves sont
naturellement cérébrales, avec un
taux de létalité 1ié au traitement,
estimé aux alentours de 0,3 %.
Essais thérapeutiques du tPA
dans l’infarctus du myocarde.
Parmi les nouveaux thrombolyti-
ques, l’activateur tissulaire du
plasminogéne (tPA) est celui qui
a été, actuellement, le plus large-
ment étudié dans I'infarctus myo-
cardique. Il a été utilisé chez plu-
sieurs centaines de malades,
depuis la premiére publication de
Van De Werf en 1984 [21].

A coté de quelques séries non
contrOlées [22, 23], les principaux
résultats sont issus de quatre
grandes études prospectives
controlées : celle de Collen [24] et
la phaseII de I’étude coopérative
européenne [25] ont comparé I’ac-

tivité du tPA a celle d’'un placebo,
alors que la premiére phase de
I’étude coopérative europé-
enne [26] et 1a premiére phase de
I’étude américaine du TIMI
(thrombolysis in myocardial
infarction) [27] ont comparé le
tPA a la streptokinase. Toutes ces
études ont utilisé un tPA essen-
tiellement bicaténaire, produit
par la firme Genentech (Code G
11021).

Nous insisterons essentiellement
sur les résultats de I’étude TIMI,
et sur ceux des études euro-
péennes, qui ont comporté les
plus grands effectifs numériques.
Leur méthodologie, légérement
différente, a présenté néanmoins
de nombreux points communs :
les patients étaient atteints d’'un
infarctus récent datant de moins
de six ou sept heures, et aprés une
héparinothérapie initiale, le tPA
était administré par voie veineuse
a des doses variant de 55 a 80 mg
pendant une période de 90 mi-
nutes (étude européenne) ou de
trois heures (TIMI). Une corona-
rographie initiale en pré-traite-
ment a été effectuée dans I'étude
TIMI, mais pas dans le cas des
études européennes, ceci afin de
ne pas retarder la mise en ceuvre
de la thrombolyse. L’activité du
tPA est apparue non seulement
supérieure a celle du placebo
(61 % contre 21% d’artéres per-
méables dans I’étude européenne,
avec p < 0,001), mais également
a celle de la streptokinase (70 %
contre 55 % d’artéres perméables,
avec p = 0,054) et 62% de reper-
fusion de l’artére initialement
occluse contre 31% (p < 0,01)
dans I’étude TIMI. La lyse du
caillot a été rapide, avec une
reperfusion obtenue entre la 20¢ et
la 50¢minute, le plus souvent
avant la 45¢ minute [23, 24].

A partir de 1985, une modifica-
tion des méthodes de production
a entrainé I’apparition sur le mar-
ché d’un tPA essentiellement
monocaténaire (G 11035). Une
étude dose-réponse menée par le
National Heart Lung and Blood
Institute (NHLBI) américain, a
montré une efficacité comparable
de cette nouvelle forme de tPA,

avec un pourcentage de 76 % d’ar- m—
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téres reperméabilisées a la 90¢ mi-
nute lors de I'emploi d’'une dose
de 150 mg administrée en six
heures (90 mg la premiére heure,
20 mg la deuxiéme, puis 10 mg
les quatre heures suivantes), cette
posologie ayant été choisie pour
la deuxiéme phase de 1’étude
TIML

Au cours de I’étude TAMI (throm-
bolysis and angioplasty in myocar-
dia? infarction, study group)[28],
étude ou les patients ont regu
150 mg de tPA monocaténaire, la
perméabilité artérielle, estimée a
la 90¢ minute, a été de 75 %.

La demi-vie du tPA, extrémement
courte, pourrait étre a I’origine de
réocclusions plus fréquentes.
Cependant, les quelques études
s’étant intéressées a ce point, mon-
trent que les taux de réocclusion
prouvée angiographiquement,
sont extrémement variables (6 a
37 %). Ces réocclusions peuvent
étre précoces, dans ’heure suivant
la fin de la perfusion du tPA ; elles
sont, comme pour tous les agents
thrombolytiques, favorisées par la
sévérité de la sténose résiduelle
sous-jacente et par la lyse incom-
pléte de la thrombose. La pour-
suite d'une perfusion a petite dose
(10 mg/heure) apreés 1’injection
initiale, diminuerait, pour
Gold [29]), ce taux de réocclusion,
mais ce fait n’a toutefois pas été
retrouvé au cours de 1’étude
récente du groupe européen [30].

Dans les différentes études, 1’ad-
ministration de tPA s’est accom-
pagnée d’'une activation de la
fibrinolyse systémique, objectivée
par une baisse des taux du plas-
minogéne et de l'a-2-antiplas-
mine. La diminution moyenne
du taux de fibrinogéne a été varia-
ble suivant les études, I'intensité
de la fibrinogénolyse augmentant
avec les doses injectées (10 % de
diminution avec une dose de
0,5mg/kg, 40 a 50% avec une
dose de 0,75 mg/kg).

Chez certains malades, toutefois,
le taux de fibrinogéne était infé-
rieur a 1g/1 en fin de perfusion de
tPA, et est resté bas pendant plu-
sieurs heures aprés I'arrét du trai-
tement [31). Bien que la fibrino-
lyse systémique induite par le tPA
ait é¢é moindre que celle entrai-

née par la streptokinase, la nature
et la fréquence des saignements
n’ont pas été statistiquement dif-
férentes. Il faut toutefois signaler
que le nombre de patients étudiés
n’est pas encore tres grand, si 'on
tient compte de la rareté des acci-
dents hémorragiques graves, ce
qui rend la comparaison difficile.
Il semble toutefois légitime de
penser que l'altération de la coa-
gulation induite par le traitement
joue un rodle important dans la
survenue et la gravité des acci-
dents hémorragiques, ce qui
laisse espérer une meilleure tolé-
rance du tPA.

Les résultats des importantes
études controlées européennes et
américaines (phaseII du TIMI)
n’étant pas encore publiés, nous
ne possédons pas de données
solides sur l'efficacité du tPA en
terme de limitation de la taille de
I'infarctus du myocarde, et de la
réduction éventuelle de la morta-
litt. De trés courtes séries non
controlées ont fait état d’'une amé-
lioration du métabolisme myo-
cardique et de la fonction régio-

nale ventriculaire gauche aprés

thrombolyse par le tPA.
Enfin, il reste a signaler les résul-
tats préliminaires, mais encoura-
eants, obtenus par I’association
ge faibles doses de tPA, dans un
rapport molaire de 1 a 4 ou de 4
a 1, a de faibles doses d’urokinase
monocaténaire (pro-urokinase ou
single chain urokinase pla mino-
gen activator, scuPA) ou d’uroki-
nase bicaténaire. Ces résultats ont
montré 'existence d’'une poten-
tialisation entre ces composés,
dans le traitement de I'infarctus
du myocarde, permettant ainsi de
réduire le cout du traitement et
I'apparition d’effets secondaires,
en particulier fibrinogénolyti-
ques.

Perspectives d’avenir
et nouvelles molécules

En administration intraveineuse,
I'efficacité du tPA apparait ainsi
supérieure a celle de la streptoki-
nase, en terme de perméabilité
artérielle. En revanche, aucune
donnée actuellement publiée ne
permet de conclure dans le
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Figure 4. Acides aminés substitués a I'arginine 275 au niveau du site de
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Figure 5. Mutants du tPA obtenus par délétion de certaines parties de

la molécule.

domaine de la limitation de la
taillede I'infarctus ou de la réduc-
tion de la mortalité. L'effet fibri-
nolytique systémique du tPA,
moins marqué qu’avec les throm-
bolytiques classiques, rend
compte de la bonne tolérance cli-
nique du produit et laisse-espérer
une réduction du risque hémorra-
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gique, méme si celui-ci n’a pas
encore €été statistiquement
démontré.

Actuellement, les activateurs du
plasminogéne, tPA et scuPA, font
I'objet d’'un enjeu économique et
biotechnologique considéra-
ble [32]. Si, avec ces composés,
une plus grande activité throm-

bolytique et un pouvoir fibrino-
génolytique moindre ont pu étre
mis en évidence, ’agent thrombo-
lytique idéal, celui quirespecterait
le caillot fibrino-plaquettaire de
I’hémostase et n’attaquerait que le
thrombus occlusif, reste encore a
découvrir. En vue d’obtenir une
spécificité encore meilleure vis-a-
vis de la fibrine et une plus longue
durée de vie, les chercheurs
s’orientent vers différentes possibi-
lités.

® Création de molécules com-
plexes au moyen de groupements
chimiques pouvant étre progressi-
vement hydrolysés. Des blocages
par acylation du site actif du com-
plexe streptokinase-plasmino-
géne ont déja été réalisés, mais si
la demi-vie biologique a pu étre
multipliée par 50 ou par 100, avec
I’avantage d’'une administration
intraveineuse en bolus, les effets
secondaires de ce complexe
paraissent voisins de ceux de la
streptokinase seule.

® ] ’augmentation de la spécifi-
cité vis-a-vis de la fibrine a été
obtenue par conjugaison chimi-
que de la molécule de tPA avec
des anticorps monoclonaux spé-
cifiques, (en particulier 59D8)
dirigés contre la fraction amino-
terminale de la chaine B de la
fibrine. A activité amidolytique
égale, le pouvoir thrombolytique
de ces complexes est environ
25 fois plus important que celui
du tPA seul, et sur des modéeles
expérimentaux de thrombolyse
chez le lapin, le tPA-59D8 s’est
avéré 3 a 10 fois plus puissant. De
plus, a concentrations thromboly-
tiques équivalentes, la diminu-
tion des taux de fibrinogéne et
d’a-2-antiplasmine est beaucoup
moins importante.

La fusion d’'un anticorps mono-
clonal dirigé contre la fibrine,
avec la chaine B8 du tPA, de méme
que des conjugués entre des anti-
corps spécifiques de la fibrine et
des anticorps spécifiques du tPA,
ont également été réalisés. Les
essais effectués sur la lyse de cail-
lots standard ont montré que la
combinaison de ces anticorps spé-

cifiques était capable d’engendrer s——
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une activité thrombolytique
beaucoup plus grande, mais l'ac-
tivité¢ fibrinogénolytique et la
diminution du taux de I’a-2-anti-
plasmine sont similaires a celles
induites par le tPA seul [33).

® [.a substitution, au niveau du
site de clivage de la molécule de
tPA, de l'arginine 275 (figure 4,
p. 229) par divers acides aminés, a
conduit a des analogues recombi-
nés monocaténaires, dont certains
s’averent résistants au clivage par
la plasmine. Le facteur d’activa-
tion du plasminogene, pour le
mutant thréonine, serait environ
deux fois plus élevé que pour le
tPA natif. Le remplacement de
I’arginine 275 par 'acide gluta-
mique conduit a un composé
plus efficace, dont la clairance,
chez le lapin ou le primate, est
environ deux fois plus lente que
celle du tPA normal [34].

® Des molécules hybrides ont été
obtenues par fusion de la région
N-terminale du tPA avec la
chaine C-terminale de la scuPA ;
elles possédent en général les pro-
priétés enzymatiques de la scuPA,
mais peuvent présenter ou ne pas
présenter 1’affinité spécifique
pour la fibrine [35].

® Enfin, des mutants de tPA ont
pu étre réalisés par délétion de
certaines parties de la molécule
(figure 5, p.229). La présence de
la boucle2 (kringle2) adjacente
au domaine protéasique est néces-
saire pour I'obtention d’une acti-
vité thrombolytique identique a
celle du tPA normal. La délétion
du domaine en doigt, ajoutée a
celle du domaine du facteur de
croissance épidermique et a la
substitution de I’asparagine (Asn)
par la glutamine (Glu) au niveau
des sites communs de glycosyla-
tion, conduit a un variant appelé
AFE-3X. Celui-ci posséde, chez le
chien porteur d’'un caillot coro-
naire, une demi-vie beaucoup
plus longue, et une activité
thrombolytique beaucoup plus
importante et plus rapide, que
celles du tPA normal a dose iden-
tique [36]. 1l faudra évidemment
s’assurer que ces molécules
hybrides n’acquiéreront pas une
antigénicité dont la molécule de
tPA est dépourvue B

Summary

Thanks to genetical enginee-
ring, human tissue-plasmino-
gen activator (tPA) has been
obtained in sufficient amounts
in order to perform analytical
pharmacological and clinical
studies, particularly in the
treatment of acute myocardial
infarction. After intravenous
infusion, tPA was found to be
more potent than streptokinase
as regards to the incidence of
coronary arterial recanaliza-
tion. In contrast, additional
studies will be required to
demonstrate its superiority
regarding the infarct size limi-
tation and the mortality reduc-
tion. The systemic fibrinolytic
effect is less potent than that
induced by streptokinase or
urokinase, and therefore sug-
gests that the bleeding risk
could be reduced. Structural
modifications of the molecule,
like mutants and hybrids, were
able to give compounds with a
longer half-live connected with
an enhanced thrombolytic
potential which permit a more
rapid recanalization.
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