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Introduction

De tout temps, les serpents ont suscité plusieurs types de réactions chez les humains dont les
principales sont la méfiance, la crainte et la peur. Ce sont en effet des animaux venimeux qui ont pour
réputation de pouvoir provoquer la mort. lls sont également source de fascination chez 'lhomme
comme en témoignent les nombreux mythes et légendes a leur sujet. Cette capacité qu’ils ont de
produire une petite quantité de venin a pour objectif d’assurer, d’'une part, la prédation pour répondre
a leurs besoins alimentaires via I'immobilisation de leur proie et d’autre part, d’assurer leur protection

et leur défense s’ils se sentent menacés.

Aujourd’hui sur Terre, on dénombre plus de 3500 espéeces de serpents mais seulement 600 sont
venimeuses. Elles appartiennent aux familles des Atractaspididae, des Elapidae, des Colubridae et des
Viperidae (1) et environ 50 a 70% de leurs morsures provoquent une envenimation. Parmi ces especes
venimeuses, on considere que 200 vont étre responsables d’envenimations séveres engendrant un
risque de décés ou de graves comorbidités associées. Les morsures de serpent sont de réelles urgences
médicales lorsqu’il s’agit de serpents venimeux du fait de la possible issue fatale. Le risque de morsure
par un serpent venimeux est plus élevé dans les pays tropicaux et subtropicaux d’Afrique, d’Asie et
d’Amérique Latine. 5,8 milliards des humains sont exposés a un tel risque. Au cours de I'année 2021,
5,4 millions de personnes ont été victimes de morsures de serpents dont 2,7 millions d’envenimations.
Entre 81 000 et 138 000 personnes en meurent chaque année selon I'OMS soit environ 8% des
victimes. C’est prés de 400 000 personnes par an qui vivront avec des comorbidités consécutives a ces
envenimations (mobilité restreinte voire amputation, cécité, déficit neurologique, stress post-
traumatique)(2). Les envenimations par les serpents sont donc un réel probléme de santé publique.
Mais au-dela des effets néfastes des venins de serpent sur les organismes par de multiples toxicités
touchant différents organes, ces toxines ont également des propriétés curatives dont I'étude peut

engendrer des avancées sur les plans médicaux, pharmacologiques et biologiques.

On peut comprendre les craintes provoquées par de tels animaux, mais le pouvoir de ces serpents est
tout autre si I'on I'étudie avec plus de précision. En effet, ce n’est pas par hasard que les sigles de la
pharmacie et de la médecine comportent tous deux un serpent. Ces emblémes sont issus de la
mythologie grecque. Le secteur de la pharmacie est représenté par un caducée, il est composé du
serpent d’Asklépios, dieu grec de la médecine, s’enroulant et se dressant vers la coupe d’Hygie, fille
d’Asklépios et déesse de la santé. Tandis que I'embléme de la médecine est le caducée du dieu grec
Hermeés. Sur ce dernier, on retrouve deux serpents s’enroulant autour d’un baton ailé. Ces deux

caducées comportent des serpents inoffensifs : les couleuvres d’esculape (Elaphe longissima, famille
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des Colubridés). Ces serpents étaient considérés comme des animaux saints (3). Le serpent avait une
forte symbolique dans le domaine de la santé au temps de I’Antiquité. Ses nombreuses mues étaient
considérées comme une marque de régénération et de renouvellement de la vie. C'était aussi le
symbole du savoir et de la prudence, en lien avec les connaissances et I'expérience dont il fallait étre

dotés pour pouvoir extraire le venin sans danger et |'utiliser avec sagesse (4).

Ce venin n’est pas constitué d’une seule toxine mais est en réalité composé de nombreuses protéines
aux effets divers (5) mélangées a des nucléosides, glucides, lipides, acides aminés et ions métalliques.
Sa composition est variable selon I'espéce de serpent, sa localisation géographique, son age, son sexe,
son alimentation, le stress auquel il est exposé. Le résultat en est I'existence d’'une multitude de
protéines aux propriétés diverses réparties dans les différents venins. Certaines ont déja été purifiées
et analysées mais il reste encore de nombreuses protéines non étudiées. Si I'on considére que les
venins de serpents contiennent en moyenne 100 a 500 composants pharmacologiquement actifs, on
peut dire que seulement 0,01% d’entre eux ont été étudiés (5) ce qui laisse une vaste étendue pour de
nouvelles découvertes médicales. Cependant, les chercheurs se heurtent parfois a des difficultés
comme par exemple les faibles quantités purifiables de venins, limitant les tests et les études pour

caractériser avec précision ces molécules (6).

L’étude de ces venins de serpents a été dans un premier temps motivée afin de comprendre I’action
de ces toxines sur le corps humain. En connaissant les différents effets des protéines des venins, on
peut rechercher comment les contrer pour soigner les envenimations. La physiopathologie des
envenimations est vaste et dépend des différentes especes de serpent. Comprendre |'action de ces
protéines peut permettre de mieux appréhender les envenimations et de les traiter avec plus de
spécificité. De plus, I'étude de ces protéines participant a la composition du venin a un réel intérét
pharmaceutique. Il réside dans la découverte de médicaments reposant sur la structure de ces
protéines. Historiquement, on retrouve I'utilisation de venins de serpents dans plusieurs cultures. Dés
I"antiquité, on s’était rendu compte du pouvoir thérapeutique de certaines protéines contenues dans
les venins de serpent. C’est la dose qui fait le poison, Paracelse. On peut citer par exemple la médecine
Ayuverda, pratique traditionnelle originaire de I'Inde, dans laquelle le venin de Cobra était utilisé pour

guérir les arthrites et autres affections des articulations depuis plusieurs milliers d’années (7).

Aujourd’hui, c’est un vaste challenge pour l'industrie pharmaceutique de développer de nouveaux
médicaments. La recherche actuelle permet de découvrir certains candidats médicamenteux dérivant
de ces protéines ophidiennes. Ces découvertes reposent sur les connaissances acquises en étudiant
les propriétés et les mécanismes d’action de ces protéines de venins de serpent. On peut alors

sélectionner différents candidats pour leurs effets sur la coagulation, sur le systeme cardiovasculaire...
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Le premier médicament développé a partir d’'une protéine de venin de serpent a été commercialisé
dés 1981 aux Etats-Unis. A compter de cette avancée, d’autres molécules ont également vu le jour.
L'agence européenne du médicament (EMA) compte actuellement sur le marché une dizaine de
médicaments issus de la structure de protéases de venins de serpent. Et la tendance verrait plutét ce
chiffre augmenter avec une hausse du nombre de groupes de recherche étudiant ce secteur. Une
nouvelle dynamique verrait le jour avec des firmes pharmaceutiques s’orientant a nouveau vers ce

type de recherche (5,8).

Finalement, I'étude de ces venins de serpent a permis également, en comprenant les fonctions de
différentes protéines, de développer des tests diagnostiques. Dés la fin du XVIII*™ siécle, les propriétés
des venins de serpent sur 'hémostase ont été découvertes. Cela fait des protéines ophidiennes des
outils moléculaires précieux pour mieux comprendre I’'hémostase mais aussi des candidats ingénieux
pour réaliser des examens biologiques de la coagulation. Nous verrons qu’elles occupent une place
non négligeable dans les tests de coagulation de routine et/ou spécialisés dans les laboratoires

d’analyse médicale.
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Partie 1 : Venins de serpent et hémostase

1. Classification des serpents

Afin de mieux comprendre les propos tenus dans la suite de cet ouvrage, il nous faut tout d’abord

aborder la classification des serpents.

Les serpents appartiennent a la classe des reptiles, tout comme les l1ézards, les crocodiles et les tortues.
Ce sont des vertébrés mais a la différence des mammiféres leur température corporelle n’est pas
constante et est dépendante de la température extérieure : on parle de vertébrés ectothermes. Le

rayonnement solaire, permettant leur réchauffement interne, est donc indispensable pour leur survie.

Au sein des reptiles, les serpents avec les lézards, les amphisbénes et les sphénodons constituent la
sous-classe des Lépidosauriens. Les serpents, ou Ophidiens, constituent avec les lézards et les
amphisbénes I'ordre des Squamates, nommeé ainsi car leur peau est écailleuse (9). Les serpents sont
apparus au milieu du Crétacé, il y a un peu plus de 100 millions d’années. Ces animaux carnivores ont
pour principales caractéristiques une absence de pattes, une paupiére fixe transparente recouvrant
I'ceil, une absence d’orifice auditif, une langue bifide et de larges plaques ventrales recouvertes
d’écailles. Depuis, leur évolution n’a cessé leur conférant de nouvelles capacités et caractéristiques

permettant de les classer en diverses familles.

1.1 Classification phylogénétique des serpents

On retrouve plusieurs familles de serpents [Figure 1].

L’évolution complexe des serpents s’est effectuée sur plusieurs milliers d’années. De nos jours,
certaines familles de serpents ne comportent plus d’espéces vivantes, elles se sont éteintes et sont

qualifiées de familles fossiles (Palaeophiidae, Nigerophidae...).
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— Scolecophidia
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L— Alethinophidia — — Uropeltoidea —«{
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\— Colubroidea

Figure 1 : Arbre phylogénétique des serpents (d’apres Elb Ab-Adiz et al (5,10))

Anomalepididae
Leptotyphlopidae
Gerrhopilidac
Xenotyphlopidac
Typhlopidae
Aniliidae
Tropidophiidac
Xenophidiidae
Cylindrophiidae
Anomochilidac

Uropeludae

Bolyeriidac
Boidae
Xenopeltidae

Pythonidae
Loxocemidae

Acrochordidac
Xenodermatidae
Parcatidac
Viperidae
Homalopsidae
Colubndac
Dipsadidac
Lamprophiidae
Natricidae

Elapidae
Pseundoxenodontidae

Tout d’abord, il est important de distinguer les deux infra-ordres des serpents : les Scolécophidiens et

les Aléthinophidiens.

1.1.1  Scolécophidiens

Ces serpents sont considérés comme les plus primitifs. On les appelle serpents fouisseurs. lls sont de

petite taille et considérés comme inoffensifs. lls sont de meeurs terricoles et sont aveugles. En effet,

leurs yeux sont situés sous une ou plusieurs écailles céphaliques. Leur corps est couvert de petites

écailles brillantes, identiques sur le dos et le ventre, le corps et la queue. De méme, ces serpents sont

totalement dépourvus d’appareil venimeux.

Trois familles appartiennent a cet infra-ordre : les Leptotyphlopidae, les Anomalepididae et les

Typhlopidae [Tableau 1].

Famille

Genres Espéces Répartition

Leptotyphlopidae
Scolécophidiens | Anomalepididae
| Typhlopidae

2
4
6

87 Cosmopolite
15 Amérique latine
203 Cosmopolite

Tableau 1 : Répartition des Scolécophidiens (d'aprés McDiarmid, in SEIGEL et al. (9))
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1.1.2  Aléthinophidiens
Ce groupe correspond aux serpents dit « typiques » (alethinos signifie « vrai », et ophis, désigne
« serpents »). Il comprend des serpents de toutes tailles (quelques dizaines de centimeétres a plusieurs

metres) et aux modes de vies variables (terrestres, arboricoles, fouisseurs, aquatiques,...) (11).

Morphologiquement, les yeux de ces serpents sont quant a eux complets, avec une rétine constituée
de cones et de batonnets. Ils ont une face ventrale recouverte de plaques larges qui se différencient

des petites écailles de forme triangulaire ou losangique recouvrant le dos.

De plus, il se distingue des Scolécophidiens par leur capacité a capturer des proies de grande taille
notamment plus grande que le diametre de leur corps. Cela est permis grace a diverses évolutions

comme la séparation des 2 mandibules augmentant par conséquent leur largeur d’ouverture buccale.

Quatorze familles appartiennent a cet infra-ordre dont les principales sont : les Acrochordidae, les
Aniliidae, les Uropeltidae, les Xenopeltidae, les Boidae, les Colubridae, les Atractaspididae, les Elapidae
et les Viperidae [Tableau 2]. Seules les Colubridae, les Atractaspididae, les Elapidae et les Viperidae

possédent des espéces venimeuses. Ce sont ces 4 familles que nous allons détailler.

Famille Genres Espéces Répartition
Anomochilidae 1 2 Sumatra
Uropeltidae 8 47 Sud de I'Inde et Sri Lanka
Cylindrophidae 1 8 Asie du Sud-Est

«w | Aniliidae 1 1 Amérique latine

S | Xenopeltidae 1 2 Asie du Sud-Est

:'§ Loxocemidae 1 1 Amérique centrale

‘§_ Boidae 16 67 Cosmopolite

S | Bolyeriidae 2 2 Sud de I'océan Indien

§ Tropidophiidae 4 21 Amérique centrale et Caraibes

Q | Acrochordidae 1 3 Asie du Sud-Est, Australasie

< Colubridae 255 1405  Cosmopolite
Atractaspididae 6 55 Afrigue, Moyen-Orient
Elapidae 60 298 Cosmopolite (tropical)
Viperidae 33 235 Cosmopolite

Tableau 2 : Répartition des Aléthinophidiens (d'aprés McDiarmid, in SEiGEL et al. (10))

1.1.2.1 Colubridae

Les Colubridae comptent plus de 250 genres et 1 400 espéces [Tableau 3]. Cest la famille
numériquement la plus importante qui constitue une grande partie de la faune de serpents. Une
majorité des especes appartenant a cette famille est sans danger et comprend notamment les

couleuvres qui sont inoffensives pour I"humain. Cette famille est peu homogene et il est donc

compliqué de classifier les espéces la composant.
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Figure 2 : Téte d’un Colubridae (d’aprées Chippaux et al (9))

Anatomiguement, ces serpents ont une pupille ronde bien reconnaissable [Figure 2]. De larges écailles

se trouvent sur la partie ventrale de leur corps. Leur mandibule est élargie comme tous les Colubroides.

Les morsures de Colubridae sont fréquentes mais présentent peu de complications car ce sont des
especes majoritairement aglyphes (page 31) ou opisthoglyphes (page 31). Toutefois, certaines espéces
restent dangereuses voir mortelles pour 'homme. On retrouve par exemple, le boomslang arboricole
d’Afrique tropicale et australe (Dispholidus typus) produisant un venin fortement toxique et dont la
mandibule est raccourcie entrainant par conséquent un avancement des crochets. Les raisons qui
peuvent expliquer le nombre élevé de morsures sont I'abondance des espéeces de cette famille ainsi
que leur vaste répartition géographique et probablement I'engouement des terrariophiles pour les

serpents.

m Boiga. Genre asiatique et australien : Boiga dendropbila, B. cynodon et B. irregularis.

m Clelia. Genre de I’Amérique latine : Clelia clelia.

m Dipsas. Genre sud-américain et d’Amérique centrale : Dipsas indica, D. variegata, D.
catesbyi, D. albifrons.

m Dispholidus. Genre africain : Dispholidus typus

m Malpolon. Genre de la région méditerranéenne, représenté dans le sud de I'Europe par
la couleuvre de Montpellier, Malpolon monspessulanus, et en Afrique saharienne par M.
moilensis.

m Oxybelis. Genre sud-américain: Oxybelis fulgidus, O. aeneus.

mPhilodryas. Genre sud-américain: Philodryas olfersii, P. aestiva, P. nattereri, P.
patagoniensis, P. psammophidea et P. viridissima.

m Phrynonax. Genre sud-américain : Phrynonax poecilonotus, P. polylepis, P. sexcarinatus,
P. shropshirei

m Rhabdophis. Genre asiatique : Rbabdopbis subminatus, R. cbrysargos, R. himalayanus, R.
nigrocinctus, R. nuchalis et R. tigrinus.

m Spilote. Genre sud-américain et d’amérique centrale : Spilotes sulphureus, S. pullatus

m Tachymenis. Genre sud-américain : Tachymenisperuviana,
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m Thelotornis. Genre africain: Thelotornis capensis, T. kirtlandii.

m Toxicodryas. Toxicodryas blandingii.

Tableau 3: Espéces des Colubridae (d’aprés Chippaux et al. (9))

1.1.2.2 Atractaspididae
Il s'agit de la seconde famille de serpents venimeux. Ces serpents sont aussi appelés viperes
fouisseuses ou viperes-taupes. Cependant, il s’agit d’une famille particuliére car elle ne comprend
gu’un seul genre [Tableau 4] et celui-ci possede un appareil venimeux de type solénoglyphe (en page
33).
Ces serpents sont des serpents fouisseurs d’environ 1 metre de long. lls ont une pupille ronde comme

les Colubridaes. La téte ne se découpe pas du corps et I'extrémité du corps se termine en une queue

courte et pointue (11).

La toxicité des venins des Atractaspis est majoritairement cardiaque avec une production de toxines a
fort tropisme cardiaque, les sarafotoxines. Ainsi, les envenimations par de telles espéces sont souvent

accompagnées de troubles du rythme cardiaque sévéres, parfois mortels.

m Atractaspis (vipére taupe ou vipére fouisseuse): Atractaspis bibronii, A. aterima, A. dahomeyensis,

A. engaddensis, A. irreqularis, A. microlepidota.

Tableau 4 : Espéces des Atractaspididae (d’aprés Chippaux et al. (9))

1.1.2.3 Viperidae

7

o
20
ﬁ"o‘o‘p

Figure 3 : Téte d’un Viperidae (9)

Cette troisieme famille de serpents venimeux compte 33 genres et 235 espéces.
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Leurs pupilles sont verticales [Figure 3]. Ces serpents sont adaptés aux zones sableuses grace a leur
locomotion a type de déroulement latéral facilitant leur déplacement. Les Vipéridés regroupent tous
les serpents solénoglyphes escompté Atractaspis. Dans I'ensemble, la famille regroupe des serpents

plus petits que les Elapidae, plus trapus avec une téte élargie postérieurement et une queue courte.
Cette famille se divise en deux sous-familles : les Vipérinés et les Crotalinés.

1.1.2.3.1 Viperinae
Ces serpents possedent un corps robuste, une queue courte et une téte dite triangulaire avec un cou

fortement marqué. L’écaillure céphalique est constituée de petites écailles identiques aux écailles qui

recouvrent le dos, les dorsales.

En Europe, seul un genre est présent et largement distribué : Vipera [Tableau 5].

m Atheris (vipere arboricole). Genre africain: Atheris squamigera et A. chlorechis.

m Bitis. Genre africain: Bitis arietans (vipére heurtante), B. gabonica (vipére du Gabon), et B.
nasicornis (vipére rhinocéros).

m Causus (vipere du cap). Genre africain : Causus rhombeatus et C. maculatus.

m Cerastes (vipére cornue). Genre nord-africain et proche-oriental : Cerastes cerastes (vipére a
corne du Sahara) et C. vipera.

m Daboia (vipere de Russell). Genre asiatique : Daboia russelii était inclus dans le genre Vipera dont
il a été séparé, Daboia siamensis.

m Echis (échide). Genre de I’Afrique occidentale au Sri Lanka et a I’Asie centrale, Echis carinatus
(échide carénée), E. coloratus (échide colorée), E.pyramidum (échide ou vipére des pyramides), E.
leucogaster (échide a ventre blanc), E. ocellatus (échide ocellée).

m Macrovipera. Genre du Maroc a I'Asie centrale, Macrovipera lebetina (vipére |ébétine ou
levantine).

m Montivipera. Genre de |'Europe orientale et du Moyen-Orient : M. xanthina, M. raddei, M.
bornmuelleri.

m Vipera.: Vipera aspis (vipére aspic) en Europe occidentale, V. ammodytes (vipere ammodyte) et
V. ursinii (vipere d’Orsini) en Europe centrale, V. berus (vipére péliade) en Europe septentrionale, V.
latastei (vipére de Lataste) en Europe méridionale et Afrique du Nord, V. renardi (vipére des steppes)
en Europe orientale et Asie septentrionale, V. palestinae (vipére de Palestine), V. raddei (vipére
d’Arménie) et V. xanthina (vipére ottomane) au Proche et Moyen-Orient.

Tableau 5 : Espéces des Viperinae (d’aprés Chippaux et al. (9))

1.1.2.3.2 Crotalinae
Ces serpents appelés crotales présentent un aspect similaire aux Viperinae mais sont caractérisés par
leur fossette faciale loréale thermosensible : on parle de vipéere a fossette. Cet organe présent sur leur
téte entre I'ceil et la narine est sensible aux différences de température, leur permettant de repérer

tout animal a sang chaud a proximité et ainsi de chasser méme de nuit.
Cette sous-famille se compose de trois tribus bien caractéristiques.
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La tribu des Crotalini [Tableau 6] se caractérise par la présence d’un bruiteur caudal. Cette sonnette
ou ce grelot présent a I'extrémité de leur corps est composé d’un enchainement d’anneaux cornés

emboités dont I'agitation produit un son permettant de repérer le serpent.

m Crotalus (serpent a sonnette). Genre américain : Crotalus borridus, C. adamanteus, C. atrox, C.
scutulatus et C. viridis et en Amérique latine, C. durissus (cascavelle)

m Sistrurus (crotale pygmée ou serpent a sonnette pygmée). Genre strictement nord-américain :
Sistrurus catenatus et S. miliarus.

Tableau 6 : Espéces de la tribu des Crotalini (d’apres Chippaux et al. (9))

La tribu des Lachesini [Tableau 7] posséde une écaillure céphalique toujours composée de petites
écailles carénées, c’est-a-dire constituées d’une aréte surélevée qui s’étend dans le sens de la longueur

et qui diffuse la lumiére différemment, donnant une apparence terne et non réfléchissante au serpent.

m Bothrops (fer de lance, trigonocéphale). Genre sud-américain : Bothrops asper (terciopelo), B.
atrox (trigonocéphale/fer de lance commun ou grage carreaux), B. bilineatus (crotale arboricole), B.
brazili, B. jararaca, B. jararacussu, B. lanceolatus (espéce endémique de Martinique)

m Lachesis (maitre de la brousse). Genre d’Amérique latine, Lachesis muta en Amérique du Sud et
L. stenophrys en Amérique centrale.

m Protobothrops (fer de lance asiatique). Protobothrops flavoviridis et P. mucrosquamatus

m Trimeresurus (crotale des bambous) : Trimeresurus albolabris, T. gramineus, T. popeiorum, T.
purpureo maculatus, T. stejnegeri.

Tableau 7 : Espéces de la tribu des Lachesini (d’aprés Chippaux et al. (9))

Enfin, la tribu des Agkistrodontini [Tableau 8] qui était auparavant réunie au sein du genre Agkistrodon

sensu lato ; ils sont répartis en Asie et en Amérique du Nord.

m Agkistrodon (mocassins). Genre d’Amérique du Nord et centrale : Agkistrodon contortrix et A.
piscivorus.

m Calloselasma (crotale de Malaisie). Genre extréme-oriental monospécifique : Calloselasma
rhodostoma.

m Deinagkistrodon (crotale cent pas). Genre extréme-oriental monospécifique : Deinagkistrodon
acutus. Son nom commun provient d’une Iégende selon laquelle, aprés une morsure, la victime ne
pouvait faire plus de cent pas avant de s’effondrer.

m Gloydius (mocassin asiatique). Genre distribué de I'Afghanistan au Japon : Gloydius blomhoffi et
G. halys.
m Hypnale. Genre présent au Sri Lanka : Hypnale hypnale

Tableau 8 : Espéces de la tribu des Agkistrodontini (d’aprés Chippaux et al. (9))
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1.1.2.4 Elapidae
Cette quatrieme famille est composée uniquement d’especes venimeuses. Elle comprend 60 genres et
environ 300 espéces [Tableau 9], et comporte des serpents marins. Anatomiquement, elles se

rapprochent des Colubridae.

Cette famille est constituée de tous les colubroides protéroglyphes. De fait de la position de leurs
crochets et de la haute toxicité de leur venin, ces espéces sont redoutables. De plus, diverses
évolutions au sein de ce groupe font que certaines especes sont également capables de cracher leur

venin (cobras « cracheurs ») entrainant la projection du liquide sur plusieurs metres.

On peut distinguer les Elapinés, une sous-famille composée des serpents corail, des cobras et des
taipans. Les serpents corail sont recouverts d’écailles avec une alternance de couleurs (blanc, noir,
rouge, jaune) offrant un aspect de rayures : ils appartiennent aux genres Micrurus, Micruoides et
Leptomicrurus. Les cobras sont un des genres de serpent les plus connus. lls intimident leurs
adversaires en relevant leur téte et la partie antérieure de leur corps et en écartant leurs cotes étalant

une coiffe a la base de leur cou.

De plus, une autre sous-famille existe, celle des Hydrophiinés ou serpents marins. Leur adaptation
aquatique s’explique par I'aplatissement latéral d’au moins une partie de la région postérieure du

corps pour leur permettre un déplacement efficace dans I'eau.

m Acanthophis (vipére de la mort). Genre australien, Acanthophis antarcticus.

m Boulengerina (cobra aquatique). Genre africain, Boulengerina annulata.

m Bungarus (bongare). Genre asiatique : Bungarus candidus, B. fasciatus, B. caeruleus, B.
multicinctus.

m Dendroaspis (mamba). Genre strictement africain : Dendroaspis angusticeps (mamba
vert), D. jamesoni, D. viridis (mamba vert), D. polylepis (mamba noir),

m Hemachatus (cracheur du Cap). Genre sud-africain, Hemachatus haemachatus.

m Micrurus (serpent corail). Genre américain : Micrurus corallinus, M. julvius, M. hemprichii,
M. lemniscatus, M. narduccii, M. nigrocinctus et M. surinamensis.

m Naja (cobra). Ce genre est présent en Afrique et en Asie.

en Afrique, Naja haje, N. Nigricollis (serpent cracheur), N. mossambica, N. melanoleuca
(cobra forestier)

et en Asie Naja naja, N. kaouthia, N. oxiana, N. sputatrix.

m Notechis (serpent tigre). Genre australien Notechis scutatus.

m Ophiophagus (cobra royal). Genre asiatique, Ophiophagus hannah.

m Oxyuranus (taipan). Genre australien : Oxyuranus scutellatus, O. microlepidotus.

m Pseudechis (serpent noir ou mulga). Genre australien, P. papuanus, P australis ; P. butleri

m Pseudonaja (pseudonaja ou serpent brun). Genre strictement australien, Pseudonaja
textilis.
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m Walterinnesia (cobra du désert). Genre du Moyen-Orient : Walterinnesia aegyptia, W.
morgani

m Serpents marins : Hydrophiinae (sous famille parfois considérée comme une famille a
part des Elapidae) Quinze genres de serpents marins sont décrits (Aipysusrus, Enhydrina,

Lapemis, Pelamis), dont certains comprennent de nombreuses especes.

Tableau 9 : Espeéces des Elapidae (d’aprés Chippaux et al. (9))

1.2 Classification selon le type d’appareil venimeux

On peut classer les serpents selon leur type d’appareil venimeux. Les serpents ont en effet développé
des maxillaires de différentes morphologies ce qui leur a conféré des systemes d’inoculation du venin
variés.
L'appareil venimeux [Figure 4] est un dispositif complexe qui est composé :

- d’une glande spécialisée synthétisant le venin,

- et d’un dispositif vulnérant, le crochet venimeux, capable d’injecter le venin dans I'organisme
de la proie ou de I'agresseur.
Ce dispositif vulnérant correspond a un sillon qu’on retrouve le long d’une ou plusieurs dents ; il existe

soit sous forme de gouttiére (crochets cannelés) ou de conduit isolé (crochets canaliculés).

Pour une majorité d’especes, I'expulsion du venin est consécutive a la contraction de muscles
entourant la glande venimeuse permettant I'excrétion sous pression. Il n’y aurait pas de volume injecté
prédéfini puisque la morphologie des muscles permettrait au serpent de contréler le volume de venin

injecté lors d’'une morsure.

SNAKE FANGS AND VENOM

Secondary
Accessory orm Venom
Primary  Gland nizneullel ] VENOM Canal
Venom Duct

CLOSE-UP
OF FANG

Compressor
Muscle

i Fang \
R P VENOM

Figure 4 : Mécanisme d'inoculation du venin de serpent par les crochets (d'aprés Young et al (12))
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Une classification existe reposant sur la morphologie et I'implantation du systeme d’inoculation du

venin et comprend 4 groupes.

1.2.1  LesAglyphes

Aglyphes :

~ dents pleines,

Maxillaire - absence de glande venimeuse,

— boas, pythons et la majorité des couleuvres.
Prérygoide '

Mandibule

Figure 5 : Appareil maxillaire des serpents aglyphes (d’aprés Chippaux et al (13))

Ce groupe de serpents n’est pas responsable d’envenimations. Il ne posséde ni crochet ni dent

spécialisé dans I'inoculation de venin a une proie [Figure 5].

On retrouve au sein de ce groupe les Boas et Pythons (famille des Boidés) qui sont des serpents
constricteurs, c’est-a-dire capable d’emprisonner et de tuer leur proie par constriction. Les couleuvres
font également parties des serpents aglyphes. Elles sont responsables de morsures blanches c’est-a-

dire sans envenimation dont la gravité va étre liée au type et a la taille du tissu délabré.

1.2.2  Les Opisthoglyphes

Opisthoglyphes :

Mandibule Prérygoide
— crochets en arriere du maxillaire

(au niveau de ceil)
et creusés d'un sillon médian,
— présence de glandes venimeuses,

Crochet

Figure 6 : Appareil maxillaire des serpents opisthoglyphes (d’aprés Chippaux et al (13))

Les serpents opisthoglyphes possédent des crochets postérieurs sillonnés ne permettant pas
d’inoculer de grandes quantités de venin [Figure 6]. Seul un nombre restreint de serpents appartenant
a ce groupe possede un venin assez toxique et des crochets suffisamment antérieurs et massifs pour

pouvoir infliger des morsures séveres, voire mortelles. Ces envenimations peuvent arriver lors d’une
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manipulation volontaire de I'animal (13). Les espéces appartenant a ce groupe sont surtout des

Colubridae.

Les envenimations par de telles espéces sont souvent moins graves car la quantité de venin produite
et stockée au niveau de la glande venimeuse est faible. D’autre part, I'inoculation du venin n’a pas lieu
par pression car aucun muscle n’est directement associé a la glande. C'est donc par gravité ou
capillarité que le venin peut pénétrer dans la plaie de morsure ce qui réduit également sa quantité

(13).

1.2.3  Les Protéroglyphes

Protéroglyphes :

Crochet ~ crocherts en avant du maxillaire qui est fixe,
présence de glandes venimeuses,

— cobras et mambas, venin neurotoxique.

Prérygoide

Mandibule

Figure 7 : Appareil maxillaire des serpents protéroglyphes (d’aprés Chippaux et al (13))

Ces serpents protéroglyphes sont munis de crochets cannelés, non mobiles, situés en avant de la

machoire [Figure 7]. Ce sont également des serpents ayant la capacité de cracher leur venin a distance
et ainsi d’aveugler leur adversaire. Ces serpents possédent en effet des muscles entourant la glande

venimeuse permettant de mettre en pression le liquide qu’il contient et de I'éjecter a distance.

Parmi les serpents protéroglyphes, on retrouve les serpents de la famille des Elapidae. Il n'y a pas de

serpents de ce genre en France.
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1.2.4  Les Solénoglyphes

Maxillaire

Solénoglyphes :

— crochets en avant

Mandibule

du maxillaire qui est mobile,
— présence de glandes

S CEil

\
»
L

SN

Prérygoide

venimeuses,

~ vipéres et crotales,

venin hémotoxique
et nécrosant.

Crochet

Figure 8 : Appareil maxillaire des serpents solénoglyphes (d’aprés Chippaux et al (13))

Ce sont ces serpents qui possedent I'appareil venimeux le plus perfectionné. En effet, ils présentent
des crochets longs, canaliculés mobiles et rétractibles [Figure 8]. Ainsi, au repos, le crochet est
horizontal et est capable de se redresser au moment de la morsure. Il existe des crochets de
remplacement préts a prendre la place du crochet fonctionnel si celui-ci tombe. En complément d’une
grande laxité des os temporaux et de la mandibule, une meilleure pénétration du venin et une injection
au niveau des tissus profonds chez la proie est possible rendant I'envenimation plus redoutable. Avec
ce type d’appareil venimeux, 'injection de venin est réalisée sous pression grace aux nombreux
muscles entourant la glande venimeuse. Parmi les serpents solénoglyphes, on retrouve les serpents

de la famille des Viperidae et Atractaspis.
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2. Physiologie de I'hémostase

L'hémostase est un ensemble de phénomenes physiologiques dont I'objectif est d’arréter un
saignement a la suite d’une effraction vasculaire. Pour cela, plusieurs mécanismes existent mettant en

jeu des effecteurs divers a la fois cellulaires, enzymatiques, peptidiques...
On répartit habituellement ces mécanismes en 3 grandes étapes interdépendantes [Figure 12] :

- ’hémostase primaire, processus rapidement mis en jeu afin d’obturer la breche vasculaire a 'aide

d’un clou plaquettaire ;

- la coagulation plasmatique, dont I'objectif est de renforcer le clou plaquettaire a I'aide de fibrine

produit grace a une cascade enzymatique complexe faisant intervenir les facteurs de la coagulation ;

- et la fibrinolyse, dernier processus visant a dégrader lentement le caillot parallélement au

processus de réparation et de cicatrisation des tissus.

2.1 Hémostase primaire

Le processus d’hémostase est activé a la suite d’une effraction vasculaire entrainant un saignement.
L’homéostasie est rompue et il faut rapidement stopper les pertes sanguines. Différents mécanismes

se mettent alors en place [Figure 9].

2.1.1  Vasoconstriction réflexe
Le premier de ces mécanismes est une vasoconstriction réflexe des vaisseaux lésés. La vasoconstriction
est tout d’abord passive grace a I’élasticité de la paroi puis active par contraction réflexe (mécanisme
sympathique) des cellules musculaires lisses de la paroi vasculaire. Cette vasoconstriction va étre
prolongée dans le temps et renforcée suite a la libération de certains effecteurs par les plaquettes:
sérotonine, thromboxane A2, ... Il peut s’en suivre une diminution du diametre des vaisseaux pouvant
aller jusqu’a 40%. Le flux sanguin est ainsi ralenti, diminuant les quantités de sang perdu et favorisant

les interactions entre plaquettes et endothélium.

2.1.2  Adhésion plaquettaire
Le second mécanisme se mettant en place est I'adhésion plaquettaire. Le sous-endothélium composé
de collagéne est maintenant exposé aux éléments sanguins puisqu’il n’est plus recouvert par
I’endothélium (surface non thrombogéne). Le facteur Willebrand peut donc s’y lier, changer de
conformation pour fixer les plaquettes via des glycoprotéines plaquettaires de surface Gp Ib/IX. Les
plaguettes peuvent également se lier directement au collagéne via d’autres récepteurs (GPVI). C'est

I’étape d’adhésion des thrombocytes au sous-endothélium.
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2.1.3  Activation plaquettaire
Les plaquettes vont s’activer via les signaux cellulaires émis consécutivement a leur fixation au sous-

endothélium. Plusieurs phénomeénes vont avoir lieu :

- une modification morphologique des plaquettes : les plaquettes vont s’arrondir et émettre
des pseudopodes abandonnant leur forme discoide de repos suite a la réorganisation du cytosquelette.

- la sécrétion des granules alpha plaquettaires entrainant notamment la libération de
fibrinogene, de facteur Willebrand et de facteur V.

- la sécrétion des granules denses : ces granules contiennent de I’ADP capable d’amplifier
I'activation plaquettaire, et de la sérotonine capable de contracter les cellules musculaires lisses et
maintenir une vasoconstriction.

- la production de thromboxane A2 a partir de |'acide arachidonique a I'aide de la
cyclooxygénase 1. Le thromboxane A2 se fixera aux récepteurs plaquettaires au thromboxane pour les
activer et recruter d’autres plaquettes (effet paracrine).

- la surexpression et le changement de conformation du récepteur au fibrinogéne Gp Ilb/Illa
(a2bp3) devenant fonctionnel.

- I'exposition des phospholipides anioniques (phosphatidylsérine) a la surface plaquettaire via
un mécanisme de flip-flop les faisant basculer du feuillet interne vers le feuillet externe et offrant une
surface privilégiée a la fixation des facteurs de la coagulation et aux mécanismes de la coagulation en

se liant a des ions calcium.

2.1.4  Agrégation plaquettaire
Finalement, les plaquettes finissent par s’agréger grace a la formation de ponts interplaquettaire
constitués de fibrinogéne se fixant sur les glycoprotéines Gp llb/llla. Cela permet de former un

thrombus blanc ou clou plaquettaire, premier rempart aux pertes sanguines.
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Figure 9 : Résumé de I'activation a I'adhésion plaquettaire (d'aprées Collet et al (14))

2.2 Les grandes étapes de la coagulation plasmatique

La coagulation plasmatique est la seconde étape de I'hémostase. Son réle est de consolider le caillot

plaquettaire formé lors de la premiére étape en formant un réseau de fibrine.

La formation de fibrine est possible grace a la thrombine, produite en aval d’'une cascade enzymatique
complexe et finement régulée. Cette cascade de la coagulation [Figure 10] est capable apres clivage
protéolytique d’activer les facteurs de la coagulation inactifs (zymogenes), synthétisés par le foie, en
enzymes. Une fois activés, les facteurs sont a leur tour capables d’activer d’autres facteurs de Ila
coagulation. Ces réactions sont essentiellement localisées au niveau de la surface des plaquettes ou
les phospholipides membranaires chargés négativement (phosphatidylsérines) vont pouvoir interagir

avec les facteurs de la coagulation (chargés eux aussi négativement) par I'intermédiaire d’ions calcium.

2.2.1 Initiation
La cascade de la coagulation est initiée lorsque le sang circulant entre en contact avec le facteur

tissulaire (FT). Ce facteur tissulaire n’est pas exposé en condition physiologique. En revanche, lors
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d’une effraction vasculaire ou d’une activation de I'endothélium, le facteur tissulaire provenant
essentiellement des fibroblastes des couches sous-endothéliales entre en contact avec le sang. Le
facteur VIl activé (FVIla) présent en faible quantité dans le plasma peut alors se fixer au FT pour former
le complexe initiateur FT/FVIla. Le FVlla activera le facteur X (FX) et le facteur IX (FIX). Ensuite, le FXa
va activer la prothrombine (Facteur Il) en thrombine (Flla). Dans un premier temps, de faibles quantités
de thrombine sont générées permettant la fibrinoformation et I'activation des plaquettes. A cette

étape succeéde une étape d’amplification.

2.2.2  Amplification
La thrombine initialement produite est capable d’activer les facteurs V, VIII et XI par clivage

protéolytique.

Le complexe prothrombinase associant le FXa et son cofacteur le FVa a la surface des plaquettes est
capable en présence d’ions calcium d’activer la prothrombine en thrombine de facon bien plus efficace

que le FXa seul.

De méme, le FVIlla s’associe au FIXa dont il est le cofacteur au niveau des surfaces procoagulantes des
plagquettes pour former le complexe ténase capable d’activer le FX. Quant au FXla, il active le facteur

IX en facteur IXa qui intégre le complexe ténase.

Tous ces processus permettent la génération d’une plus grande quantité de thrombine nécessaire a la

“_ FT

constitution d’un caillot de fibrine de bonne qualité.

X
Xa
Ténase
extrinsdgue
= Complexe
nitiateur
| Prothrombinase
Ténase
Intrinséque

n———la

Fibrin ngéne L Fibrine soluble

Figure 10 : Schéma de la coagulation plasmatique in vivo (d'aprés R. Marlu et al (15))
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2.2.3  Synthése des facteurs de la coagulation
La totalité des facteurs de la coagulation ainsi que certains inhibiteurs (protéines C/S et antithrombine)
ont une synthése hépatique. Une insuffisance hépatique entraine ainsi des perturbations des systéemes
de la coagulation. De plus, certaines protéines de la coagulation nécessitent de la vitamine K pour étre
fonctionnelles : ce sont les facteurs vitamine K dépendants (facteurs X, IX, VI, 1) ainsi que les protéines
C/S. La vitamine K (sous forme réduite KH2) agit en tant que cofacteur d’'une gamma-carboxylase
hépatique qui, en carboxylant des acides glutamiques de ces protéines, généere des acides gamma-
carboxyglutamiques (Gla) chargés négativement et pouvant interagir avec les ions calcium. Cette
maturation post-traductionnelle permet par la suite la fixation des facteurs vitamine K dépendants aux

phospholipides par I'intermédiaire d’ions calcium chargés positivement.

2.24  Phase contact
Une autre voie d’activation de la coagulation existe et fait intervenir des facteurs de la phase contact :
le kininogene de haut poids moléculaire (KHPM), la prékallikréine (PK) et le facteur XII (FXII). Le facteur
Xll s’auto-active au contact de surfaces chargées négativement et est capable d’activer la prékallikréine
en kallikréine qui elle-méme va activer le FXIl créant une boucle d’auto-amplification. Cette activation
du facteur Xl est amplifiée par la fixation du KHPM a la kallikréine. Le facteur Xlla généré est capable
d’activer le facteur XI, lui-méme activant le facteur IX intervenant dans le complexe ténase. Toutefois,
la voie du facteur tissulaire reste largement prédominante dans le processus de coagulation

physiologique.

2.2.5  Fibrinoformation
La cascade de la coagulation a permis de produire de grandes quantités de thrombine (Flla) primordiale
a la fibrinoformation. La thrombine est responsable du clivage des fibrinopeptides A et B du
fibrinogene. Il en résulte la formation de monomeres de fibrine pouvant se lier les uns aux autres via

des liaisons électrostatiques pour former un polymere soluble [Figure 11].

Enfin, la thrombine active le facteur Xlll qui a la capacité de rendre insoluble le polymere de fibrine.
Pour cela, le facteur XllII crée des liaisons covalentes solides entre ces monomeres de fibrine. On
obtient alors la formation d'un réseau de fibrine insoluble qui vient consolider le clou plaquettaire et
qui emprisonne les globules rouges. L'extravasation des éléments sanguins a la suite d’'une bréche

vasculaire est ainsi limitée et le thrombus rouge définitif est formé.
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Figure 11 : Schéma de la fibrinoformation (d'aprés R. Marlu et al (15))

2.3 Role dela thrombine

La thrombine joue plusieurs réles a la fois dans I'activation plaquettaire, I'amplification de Ia

coagulation, la fibrinoformation et les processus de régulation de la coagulation.

En effet, la thrombine est capable d’activer les co-facteurs de la coagulation comme le facteur V,
facteur VIl et le facteur Xl afin de générer les complexes ténase et prothrombinase. La thrombine est

également un puissant activateur plaquettaire en se fixant aux récepteurs PAR-1 et PAR-4.

Une autre propriété de la thrombine est I'activation de la protéine C, permettant de réguler
négativement la cascade de la coagulation. La PC activée (PCa) en présence de son cofacteur, la
protéine S clive les facteurs V et VIII activés, inhibant ainsi la boucle d’amplification de la génération
de thrombine. Finalement, la thrombine intervient également dans la modulation de la fibrinolyse en

activant le TAFI (Thrombin Activable Fibrinolysis Inhibitor).
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Figure 12 : Schéma global de ’'hémostase

Il est a noter que, dans les conditions physiologiques, le phénomene d’activation de la coagulation
reste toutefois localisé : seules les plaquettes et le sous-endothélium servent de support a I'activation
des facteurs (phospholipides, calcium, facteur tissulaire). Il existe également des mécanismes

permettant de limiter I’extension du thrombus, régulant finement la cascade de la coagulation.
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2.4 Inhibiteurs physiologiques de la coagulation

La cascade de la coagulation est régulée par différents mécanismes faisant intervenir des effecteurs
variés dans le but de limiter sa propagation dans la circulation sanguine. On connait trois principaux
systémes effecteurs physiologiques de la coagulation ayant des cibles différentes : I'antithrombine, les

protéines C/S, et le TFPI (Tissue Factor Pathway Inhibitor) [Figure 13].

2.4.1  Antithrombine
L'antithrombine, une glycoprotéine de synthese hépatique, fait partie de la famille des serpines (serine
protease inhibitor) et agit comme un substrat suicide. L'antithrombine est un inhibiteur de plusieurs
facteurs de la coagulation (sérine protéases) et plus particulierement des facteurs lla et Xa. Son activité
est lente et progressive mais est considérablement amplifiée par I’héparane sulfate libéré par les

cellules endothéliales suite a une effraction vasculaire ou par I'héparine.

24.2 ProtéineCetS
Ces protéines ont une synthése hépatique vitamine K dépendante. La protéine S correspond au co-
facteur de la protéine C. La protéine C est activée par l'intermédiaire de la thrombine liée a la
thrombomodauline. Une fois activée, la protéine C est capable de cliver et d’inactiver les facteurs V ou
Va et VIl ou Vllla permettant une régulation négative de la phase d’amplification de la coagulation

plasmatique.

2.4.3  Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI)
Le TFPI a une synthése majoritairement endothéliale mais on le retrouve également dans d’autres
types cellulaires (plaquettes, monocytes...). C’est un inhibiteur de protéase a sérine multivalent, de
type Kunitz. On retrouve plusieurs isoformes de TFPI qui sont produites a la suite d'un épissage
alternatif de I'ARNm: TFPla, TFPIB et TFPId. La production in vivo de TFPId n’est cependant pas
démontrée. Ces isoformes different par leur structure, leur affinité pour le facteur V/Va et la protéine

S, leur expression tissulaire, et leur mécanisme d'association aux surfaces cellulaires (16).

Le TFPI agit comme inhibiteur des complexes facteur tissulaire-facteur Vlla et de la prothrombinase
qui initient la coagulation (17). Il inhibe a la fois la génération du facteur Xa dépendant du FT-FVlla et
le FXa libre. Les deux isoformes (TFPla et TFPIB) inhibent le complexe FT-FVIla, mais seul le TFPla peut
inhiber les formes précoces de la prothrombinase (18). De méme, la protéine S serait un cofacteur du
TFPla et permettrait de renforcer I'inhibition du FXa. La formation du complexe quaternaire facteur Xa
- TFPI - facteur Vlla - facteur tissulaire bloque I’activation du facteur IX et du facteur X par le facteur
Vlla. Ces deux activités anticoagulantes permettent au TFPI de réguler efficacement I'initiation de la

coagulation et de limiter la formation diffuse de thrombus.
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Figure 13 : Schéma des mécanismes d'action des inhibiteurs de la coagulation (19)

2.5 Fibrinolyse

La fibrinolyse est la troisieme étape de I'hémostase. Elle tend a détruire le caillot formé parallelement

a la cicatrisation vasculaire.

La plasmine est la principale enzyme intervenant lors de cette étape. Elle est issue du plasminogéne,
protéine synthétisée par le foie, circulante sous forme inactive dans le plasma et pouvant s’activer en
plasmine a la surface de la fibrine sous l'influence d’activateurs notamment le t-PA (activateur
tissulaire du plasminogéne). Cette substance est synthétisée par la cellule endothéliale qui la libére

lorsqu'elle est en état d'hypoxie, de stress ou lors de tout phénomene d'agression.

L'u-PA (urokinase) peut également activer le plasminogene mais de maniére indépendante de la

fibrine. Toutefois, son rdéle est minoritaire dans le plasma comparativement au t-PA.

La plasmine ainsi formée est une sérine protéase qui est capable de dégrader le caillot de fibrine en
rompant les ponts peptidiques et en lysant les liaisons plus laches situées entre les domaines D et E.
La fibrinolyse est également finement régulée par des inhibiteurs naturels (a2-antiplasmine, PAI-1 et -

2, TAFI).
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En conclusion, I’hémostase correspond a un équilibre permanent entre, d'un coté, des mécanismes
prohémostatiques (hémostase primaire, coagulation) et de I'autre des mécanismes antihémostatiques
(antiagrégants, anticoagulants et profibrinolytiques).

Certains événements peuvent interférer et entrainer une rupture de I'équilibre hémostatique; c’est le
cas des morsures de serpent qui peuvent induire des coagulopathies (Snake Venom induced

Coagulopathies).
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3. Comprendre les envenimations : type de protéines et effets

Dans un premier temps, il est primordial de comprendre les effets des envenimations. Pour cela, il faut
étudier avec attention les protéines contenues dans les venins. Le venin est composé d’un mélange de
protéines variables selon les especes de serpents et dont la composition fluctue en fonction de I'age,
du sexe, de la localisation géographique, des habitudes alimentaires du serpent, et de I'épigénétique.
Ces protéines peuvent avoir des fonctions enzymatiques ou non. Elles sont accompagnées par d’autres
éléments tels que des ions métalliques (calcium, cadmium, aluminium, zinc), des phospholipides, des
glucides, des lipides, des acides aminés... dont certains peuvent jouer le réle de cofacteur nécessaire a
I'activité de certaines enzymes. Ces protéines ont un panel d’activités pharmacologiques qu’il est

intéressant d’étudier afin d’appréhender davantage les envenimations.

3.1 Conséquences de I'’envenimation

L’envenimation correspond a I'inoculation de venin dans I'organisme par un animal venimeux. Chez le
serpent, cette injection a lieu lors d’une morsure. Le dispositif vulnérant ou crochet permet de faire
pénétrer le venin dans I'organisme de la proie ou de 'agresseur. Il s’agit d’un sillon qu’on retrouve le
long d’une ou plusieurs dents sous forme de gouttiére (crochets cannelés) ou de conduit isolé (crochets
canaliculés). L'expulsion du venin est, le plus fréquemment, consécutive a la contraction de muscles
entourant la glande vénéneuse permettant I’excrétion sous pression. Il n’y aurait pas de volume injecté
prédéfini puisque la morphologie des muscles permettrait au serpent de contrdler le volume de venin
injecté lors d’une morsure. L'inoculation de venin a sa proie permet de I'immobiliser. Ce sont les
toxines qu’il contient qui vont permettre au serpent dépourvu de membres de faciliter la contention

et I'ingestion de sa proie.

Les protéines sont fabriquées et stockées par la glande venimeuse qui correspond a une glande
spécialisée, localisée le long de la machoire supérieure en arriere de I'ceil et reliée par un canal
excréteur a la base du crochet venimeux. L'épithélium glandulaire détient I'information génétique
nécessaire a la production des sécrétions de la glande (13). Toutes les cellules de la glande venimeuse
sont capables de produire I'ensemble des protéines composant le venin du serpent. Afin d’avoir un
venin comportant une multitude de toxines, les cellules de la glande vont en produire différents types

a des moments distincts du cycle sécrétoire.

Différents facteurs peuvent modifier I'effet toxique suite a une envenimation et sont donc a prendre

en compte :
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- la quantité de venin injecté. Un serpent peut injecter entre 10% a 50% de sa capacité
glandulaire lors d’'une morsure. La quantité injectée varie elle-méme selon différents facteurs
('espece de serpent, les circonstances de la morsure (attaque ou défense), la taille du

serpent et la taille de la proie, le nombre de morsures déja réalisées par le serpent).

- la localisation de la morsure : les morsures touchant la téte ou le tronc sont plus létales que

celles touchant les membres.

- le poids et I'd4ge de la victime : les morsures ophidiennes sont plus graves chez les enfants en

raison de leur masse corporelle plus faible.
- les sensibilités et comorbidités : la sensibilité au venin est variable d’un individu a un autre.

- le type de venin : la virulence du venin d'une méme espéce de serpent varie selon la région

géographique, I'envenimation est généralement plus grave en zone exotique.

Les manifestations cliniques sont variables selon I'espéce. Dans tous les cas la douleur est constante.
Il est important de rechercher les traces de morsure notamment afin d’identifier si elle a été réalisée
par un serpent possédant des crochets et possiblement venimeux [Figure 14]. Pour cela, on repére
deux plaies ponctiformes séparées d’environ 1 cm, fréquemment entourées d’'un cedéme et/ou
d’ecchymoses. En absence de venin, I'évolution est favorable. Dans le cas contraire, des signes

cliniques vont apparaitre dans les heures qui suivent.
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Figure 14 : Distinction des morsures de serpents venimeux et non venimeux (d’apres Pereira et al (20))
1- Serpents venimeux : 2 traces de crochets
2- Serpents non venimeux : absence de crochet
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On oppose fréquemment deux types de syndromes majeurs consécutifs a une envenimation. On
identifie le syndrome vipérin et le syndrome cobraique en référence aux especes responsables de la
morsure. Tous deux se caractérisent par une symptomatologie distincte qu’il est intéressant de

comprendre. On note aussi qu’il existe d’autres syndromes moins décrits (21).
3.1.1  Différents types de syndromes

3.1.1.1 Le syndrome cobraique
Le syndrome cobraique ou neurotoxique est typique des envenimations par des especes du groupe

Elapidae. Les principales espéeces de ce groupe sont les cobras.

Il se caractérise par un syndrome muscarinique et des signes neurologiques. Le syndrome
muscarinique se définit par un ensemble de signes d’hypertonie vagale. Il associe différents
symptomes tels que des vomissements, une hypersudation, une sialorrhée, des diarrhées, un myosis,
un bronchospasme, et des trémulations. En association a ce syndrome, on retrouve des signes
neurologiques particuliers a titre de paresthésies (au niveau du membre touché), et également une
atteinte des paires craniennes : ptose palpébrale bilatérale, troubles de la déglutition, dysphonie,
rictus (paralysie de la bouche), dysphagie, diplopie, et ophtalmoplégie. Sur le plan musculaire, on peut

observer des fasciculations ou trémulations, des tremblements, des crampes ou des contractures.

L’évolution de ce syndrome peut étre gravissime allant vers une détresse respiratoire par paralysie du
diaphragme et des muscles respiratoires conduisant a une mort par asphyxie. Ce syndrome est donc
une réelle urgence thérapeutique car I'évolution peut étre fatale en quelques heures, elle dépend de
la morsure (localisation, quantité de venin inoculée) et de la victime (22). On remarque également un
défaut d’efficacité des immunothérapies (antidotes) si son administration est trop tardive notamment

a cause de I'action irréversible de certaines toxines.

De plus, certains cobras cracheurs sont dotés de la capacité de projeter leur venin dans les yeux de
leur adversaire. Les symptémes alors associés sont une kérato-conjonctivite, se compliquant parfois
de cécité transitoire ou permanente. Le passage a la circulation systémique n’a jamais été documenté

(23).

3.1.1.2 Le syndrome vipérin
Le syndrome vipérin est consécutif a des morsures par des espéces de la famille des Viperidae. Ce
toxidrome correspond a un double syndrome qu’on dit inflammatoire et hémorragique puisqu’il
associe une atteinte locale a des troubles de ’hémostase. Suite a I'inoculation du venin, la douleur est
immédiate et souvent trés intense. Elle est irradiante en direction de la racine du membre et précéde

les signes inflammatoires (24). Le syndrome inflammatoire se caractérise par un cedéme local parfois
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extensif au membre et/ou au tronc, des phlycténes voire une nécrose cutanée. La douleur persiste lors
de cette étape, maintenue par ces processus inflammatoires. Le syndrome hémorragique, quant a lui,
s’accompagne d’ecchymoses, d’hématomes et d’autres saignements (épistaxis, gingivorragies,
hémorragies digestive, obstétricale, rétinienne, péritonéale, méningée). Il peut se compliquer

d’anémie aigue, de syndrome des loges, et de nécroses cutanées localisées (21).

Les envenimations ophidiennes peuvent présenter des tableaux trés polymorphes. C'est le cas
notamment lorsque les deux syndromes majeurs (cobraiques et vipérins) sont associés (Crotalus

durissus terrificus, Vipera aspis).

3.1.2  Stadification clinico-biologique des envenimations
Le polymorphisme des envenimations ophidiennes justifie le recours a une gradation clinico-
biologique. Cette gradation repose sur I'identification de symptémes locaux, de signes hémorragiques
et généraux apparaissant au cours des syndromes vipérins et/ou cobraique ainsi que sur les résultats
biologiques [Tableau 10]. La gradation clinique des morsures et des envenimations est importante

pour I’évaluation de chaque victime et I'adaptation de la prise en charge.

Le grade O représente entre un tiers et la moitié des morsures de serpents en Europe. On parle de
morsures seches ou blanches sans injection de venin. Le grade 1 correspond a une envenimation
minime. Le recours a une immunothérapie n’est pas nécessaire dans ces 2 situations sauf en cas de
grossesse ou d’antécédents médicaux faisant suspecter des lésions internes potentiellement

hémorragiques, de morsures au visage, et d’ages extrémes de la victime (25).

Les grades 2 et 3 correspondent a une envenimation modérée ou sévere. Ces situations peuvent étre
graves et nécessitent le recours a l'immunothérapie de maniére systématique lorsqu’elle est
disponible. Elle permet de limiter les complications générales, I'aggravation clinique, ainsi que la durée

d’hospitalisation.
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SYNDROMIE VIPERIN

SYNDROME SIGNES
GRADES Syndrome . BIOLOGIE
Hémorragies = COBRAIQUE GENERAUX
inflammatoire
Douleur
Grade 0 modérée
Traces des
Morsure  rochets
blanche Absence
d’cedéme ou de
réaction locale
Douleur Trouble
importante mineur de
Gradel (4ame local ne ’hémostase
. dépassant pas le NP >80 G/L
Mineure coude ou le TP > 45%
genou Fibrinogéne >
1g/L
(Edéme régional  Saignement Signes Hypotension Coagulopathie
du membre, modéré dela  neurologiques modérée patente
dépassant le morsure d’alerte Malaise NP < 80 G/L
Grade2 .,ude oule Gingivorragies (ptosis...) Vomissements, TP < 45%
., ., genou Hématurie diarrhées, Fibrinogéne <
Modérée Phlycténe douleurs 1g/L
Nécrose mineure abdominales TCA allongé
Créatinine >
120 umol/L
(Edéeme Epistaxis Détresse Etat de choc Coagulopathie
atteignant ou Hémoptysie respiratoire Hypotension Hb <90 g/L
Grade3 jgpassantla Saignement  Coma, prolongée,
Sévere racine du digestif convulsions choc, réaction
membre Autres anaphylactoide,

Nécrose étendue

atteintes
viscérales

Tableau 10 : Gradation clinique des envenimations ophidiennes (d’apreés S. Larréché et al (25))
NP : numération plaquettaire
Hb : hémoglobine

3.1.3

Hématotoxicité

Certaines protéines de venins ophidiens ont un effet majeur sur la coagulation. De nombreuses toxines

ont pour cible des protéines de la coagulation ayant pour conséquence cette hématotoxicité. Selon les

espéces de serpents, on peut retrouver des protéines aux effets anticoagulants et/ou pro-coagulants

responsables de phénoménes hémorragiques et plus rarement de thromboses. Parfois des molécules

pro- et anti-coagulantes peuvent coexister dans un méme venin.
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3.1.3.1 Syndromes hémorragiques
L’'hémorragie est due a une toxicité touchant a la fois les vaisseaux, les plaquettes et |la cascade de la

coagulation.

Lors d’'une morsure de serpent, il y a des dégats liés a la morsure elle-méme : le tissu est endommagé
suite a I'abrasion mécanique. A cela s’ajoute les effets liés a I'inoculation de toxines. Certaines toxines
contenues dans les venins de serpents vont étre responsables de la destruction de la membrane basale
des vaisseaux. L’association des forces de cisaillements du flux sanguin et de la pression hydrostatique
entraine une fuite du sang ou extravasation (26). D’autres toxines vont également inactiver la
coagulation en jouant sur différents effecteurs compromettant la mise en place de phénomenes

hémostatiques servant a limiter la perte sanguine et a la réparation de la breche vasculaire.

L'hémorragie peut étre superficielle ou plus profonde selon I'effet des toxines, la quantité de venin

inoculé, la sensibilité de la victime au venin...

La plupart du temps, la victime présente un écoulement sanguin par la morsure qui sera dans un
premier temps discret et localisé. L'installation d’'un syndrome hémorragique est insidieuse et les
saignements visibles vont apparaitre par la suite a distance de la morsure notamment au niveau d’une
plaie récente ou des muqueuses. Les principaux signes hémorragiques sont des ecchymoses, des

hématuries, des hématémeses, puis des hémorragies internes.

3.1.3.2 Thromboses
La formation de thromboses est déclenchée par les protéines de venins ophidiens qui activent la

génération de thrombine, mais aussi facilitée par I'altération des vaisseaux sanguins suite a la morsure.

Ces thromboses vont limiter la perfusion de certains tissus comme les muscles entrainant des
ischémies et des nécroses musculaires pouvant se compliquer d’infections. On retrouve aussi des

ischémies d’autres organes et des collapsus vasculaires (26).

Le syndrome thrombotique inaugural est rare, sauf chez certaines espéces (Bothrops lanceolatus et
peut-étre B. brazili). Le venin de ces espéces peut étre responsable d’embols et d’infarctus disséminés
dans I'organisme touchant le cceur (infarctus du myocarde), le cerveau (accident vasculaire cérébral),
les reins, le poumon ... Finalement, ce processus thrombotique s’auto entretient car les toxines sont

responsables d’'une inflammation qui active elle aussi le processus de coagulation.

3.1.4  Neurotoxicité
La neurotoxicité est une des toxicités principales. C’'est d’ailleurs la complication majeure des morsures

des serpents de la famille des Elapidae. Son action est principalement dirigée sur le systeme nerveux
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périphérique et vise a bloquer I'influx nerveux au niveau de la jonction neuromusculaire ou plaque

motrice, I'objectif étant alors d’immobiliser la proie.

On classifie les neurotoxines selon leur action sur la transmission synaptique (neurotoxines post- et
pré-synaptiques) ou sur la dépolarisation (neurotoxines dépolarisantes) [Figure 15]. Les toxines post-
synaptiques sont appelées les alpha neurotoxines tandis que les toxines pré-synaptiques sont les beta
neurotoxines. Parmi ces deux groupes, les neurotoxines post-synaptiques agissent le plus rapidement. Les
neurotoxines présynaptiques ont un mécanisme d’action différent qui conduit a la méme finalité mais

de facon plus retardée.

Les neurotoxines a ont un effet curare-like en se fixant spécifiquement sur les récepteurs nicotiniques
de type 2 post-synaptiques de la jonction neuromusculaire. Elles entrainent un blocage quasi-

irréversible de la transmission neuromusculaire. L’antagoniste le plus connu est I'a-bungarotoxine.

Les neurotoxines B quant a elles, ont pour fonction d’inhiber le recyclage de I'acétylcholine dans les
vésicules synaptiques. Ce mécanisme d’action conduit au méme titre que les neurotoxines a a une

perte de transmission de I'influx nerveux au niveau de la jonction neuromusculaire (23).

Enfin, il existe des neurotoxines dépolarisantes. Ce sont les dendrotoxines qui sont des inhibiteurs des
canaux potassiques voltage dépendants favorisant la libération d’acétylcholine, et les fasciculines qui
sont des inhibiteurs de I'acétylcholinestérase limitant la dégradation de I'acétylcholine dans la fente
synaptique. Ces toxines prolongent la durée d’action de I'acétylcholine dans la fente synaptique et sont

a 'origine de signes cliniques tels que les fasciculations musculaires, ou la paralysie respiratoire.
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Figure 15 : Site d'action des neurotoxines sur la jonction neuromusculaire (d'aprés S. Larréché et al (21))
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3.1.5  Toxicité musculaire
La toxicité musculaire est consécutive a l'action des myotoxines. Ces toxines sont notamment
retrouvées dans les venins d’Hydrophidae et d’Elapidae australiens, on les rencontre aussi chez
certains cobras et crotales (Crotalus durissus, Bothrops brazili). Ces protéines sont capables de se fixer
sur les canaux potassiques ou calciques des cellules musculaires, et sont a l'origine d'une
rhabdomyolyse. Elle se manifeste par des myalgies diffuses, et une myoglobinurie et peut évoluer vers
des tableaux d’insuffisance rénale aigué et d’hyperkaliémie. Des séquelles musculaires importantes
sont parfois décrites. On observe sur le bilan biologique une augmentation des CPK et LDH

proportionnelle a la quantité de venin inoculée (21).

3.1.6  Cytotoxicité
Cette toxicité s’explique par I'action de cytotoxines capables d’affecter sans spécificité I'intégrité des
membranes cellulaires. Elles agissent notamment via I'activation de la phospholipase C qui hydrolyse
les lipides membranaires (21). Au niveau local, la cytotoxicité entraine des douleurs pulsatiles ou a type
de bralure accompagnées d’un gonflement local ou d’un cedeme et de nécrose tissulaire (27). Ces
nécroses sont a distinguer de celles induites par le syndrome vipérin, ce qui parfois peut étre
compliqué. Les nécroses des Viperidae sont d’aspect humides, et étendues au contraire des nécroses

par cytolyse qui sont d’évolution plus lente et d’extension plus limitée (28).

3.1.7  Traitement de 'envenimation par antivenin
La prise en charge des patients repose sur 'utilisation d’un traitement symptomatique mais aussi d’un
traitement spécifique dit antivenin dans certains cas. Il s’agit d’'une immunothérapie hautement
spécifique considérée comme un antidote efficace des envenimations par serpent permettant de
limiter le risque de décés et de complications. Pour la préparation d’antivenin, des chevaux, moutons
ou chameaux sont hyperimmunisés par les venins de serpents les plus représentés dans une zone
géographique donnée et les anticorps qu’ils produisent sont ensuite purifiées. Ces immunoglobulines
peuvent étre traiter d’une part, par la pepsine pour produire des fragments F(ab’), excluant la fraction
Fc dans I'objectif de limiter les réactions indésirables. D’autre part, la papaine peut étre aussi utilisée
et permet de produire des fragments Fab plus petits (29). On retrouve deux types d’antivenins : les
antivenins polyvalents ou polyspécifiques efficaces sur plusieurs espéces de serpents et les antivenins
monovalents ou monospécifiques dirigés contre le venin d'une seule espéce (par exemple : European

ViperaTab® contre le venin de Vipera berus).

La décision d’utiliser de tels traitements dépend de différents facteurs. Le grade de I’envenimation
aide a décider du recours a I'immunothérapie ainsi que la présence d’autres symptomes tels qu’un

choc avec ou sans hypovolémie, une hémorragie systémique a distance de la morsure, un défaut de
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coagulation sanguine, une neurotoxicité, une hématurie, un risque élevé d’atteinte rénale aigué, un
cedéme local majeur ou un risque élevé de nécrose tissulaire. Du fait de sa haute spécificité, le
médicament ne sera efficace que chez les victimes d’une envenimation par une espéce ayant participer
a la production de I'antivenin. De plus, le co(t de ce traitement restant tres élevé, ces traitements ne
sont pas accessibles en quantité suffisante dans toutes les régions du globe. La prise en charge du
patient ne se limite pas a I'utilisation ou non d’antivenin. D’autres traitements seront mis en place
notamment symptomatiques et une surveillance hospitaliere et biologique réguliére est également

recommandée.

Les toxines qui composent le venin de serpents sont donc responsables d’un vaste panel de symptomes
et cela en relation avec leur mécanisme d’action. Nous allons maintenant décrire plus précisément ces
protéines en nous focalisant sur les protéines enzymatiques et non enzymatiques qui interférent avec

les processus d’hémostase et la coagulation particulierement.

3.2 Protéines enzymatiques

La plupart des venins de serpents contiennent des protéines enzymatiques et notamment des
protéines protéolytiques comme les métalloprotéinases et sérine protéases. Ces enzymes sont

capables de lyser des protéines et de libérer des acides aminés.

3.2.1  Métalloprotéinases (SVMP)
Les Snake Venom Metalloproteinases (SVMPs) sont un groupe de protéines enzymatiques qu’on
retrouve principalement chez 2 sous-familles de serpents : les Viperidae et les Crotalinae. On peut
également les retrouver dans le venin d’espéces appartenant aux familles des Elapidae,
Atractaspididae et Colubridae mais a des concentrations beaucoup plus faibles. Ces protéases ont une

activité dépendante d’ions zinc.

Leurs actions sont diverses pouvant aller de I’'hémorragie a la nécrose tissulaire. Elles peuvent agir sur
la dégradation du fibrinogéne, I'inhibition de I'agrégation plaquettaire, I'activation de la prothrombine,

I'inactivation des inhibiteurs de serine-protéases et aussi sur I'apoptose cellulaire (5).

Initialement, ces protéases étaient réparties en 4 groupes selon la complexité de leur structure soit
par rapport a la séquence nucléotidique (ARN/ADN) (N-classification) soit par rapport a la séquence
protidique et leur structure tertiaire (P-classification). L’ajout de nouvelles métalloprotéinases a cette
classification peut étre actuellement controversée du fait de I'importante influence de I'épigénétique
sur ce type de protéine modifiant les rapports structure/fonction des toxines. On parle de probléme

de recombinaison de classes de SVMPs lorsque la structure n’est pas en adéquation avec la fonction
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de la protéase (30). La classification a finalement été actualisée en 2008 par Fox et Serrano et comporte

3 grandes familles de métalloprotéinases selon le type de domaines qu’elles contiennent.

3.2.1.1 Classe 1 des SVMPs : P-1
Cette classe correspond a la structure la plus simple des SVMPs : on retrouve seulement un domaine

métalloprotéinase (M domaine).

Ce domaine métalloprotéinase correspond au domaine comportant l'activité catalytique zinc
dépendante. Cette classe de protéase est responsable de I’hydrolyse des protéines de la membrane
basale (laminine, collagéne de type IV) sur laquelle repose les cellules endothéliales, et entraine une
extravasation sanguine pouvant dans les cas les plus graves évoluer vers I’lhémorragie (31). Il faut
s’avoir que I'activité hémorragique des protéines appartenant a cette classe peut étre variable et serait
due a leur structure intrinseque. Toutes les métalloprotéinases ne sont donc pas forcément des

hémorragines.

Concernant les saignements, leur effet est moins « toxique » que les classes P-Il ou P-Ill du fait d’'une

localisation plus diffuse dans les tissus et moins concentrée dans les capillaires et artérioles.

D’autres activités sont également en rapport avec ce domaine métalloprotéinase : dégradation du

fibrinogéne, apoptose...

3.2.1.2 Classe 2 des SVMPs : P-1I
Concernant cette classe de SVMPs, on retrouve en plus du domaine M commun avec la classe P-I, un
domaine D correspondant a une désintégrine. Les SVMPs P-1l sont divisées en 5 sous-classes (P-lla a P-

lle).

Les domaines désintégrines ont pour propriété de se fixer aux intégrines. Cette fixation est hautement
spécifique et fonction de leur motif (enchainement d’acides aminés capable d’interagir avec
I'intégrine). Les SVMPs P-Il bloquent alors I'interaction des intégrines avec leur cible endogéne. On

trouve ainsi différents types d’activité selon le type de désintégrines.

Le domaine désintégrine peut conférer une activité supplémentaire d’inhibition de I'agrégation
plagquettaire. Grace a son motif RGD, tripeptide constitué d'arginine, de glycine et d'acide aspartique
(ou autre motif proche), la protéine est capable de se fixer a des intégrines telles que la Gpllb/llla
présente a la surface des plaguettes et nécessaire a I'interaction avec le fibrinogéne pour former le

caillot fibrino-plaquettaire.

Il est décrit également d’autres motifs qui peuvent interagir avec d’autres types d’intégrines. Le motif

MGD bloque I'intégrine a5pf1 endothéliale ayant un role dans I'angiogenése physiologique et tumorale
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(32). D’autres motifs peuvent limiter I'interaction inter-cellulaire et cellules-matrice extracellulaire

perturbant I’équilibre et inhibant la migration de certaines cellules.

3.2.1.3 Classe 3 des SVMPs : P-111
Cette classe de SVMPs comporte comme les 2 précédentes un domaine métalloprotéinase auquel
s’ajoute un domaine D (desintégrine-like), et un domaine C (cystein-rich) qui potentialisent leur activité

hémorragique. Certaines de ces SVMP P-lll comportent aussi un domaine C-type lectin-like.

Plusieurs activités ont été rattachées a ce domaine C : inhibition de I'agrégation plaquettaire, inhibition
du facteur Willebrand, inflammation (migration des leucocytes, libération de peptides pro-

inflammatoires...).

Les SVMPs P-lll sont divisées en 4 sous-classes (P-llla a P-1lid).

3.2.2  Serine protéinase (SVSP)
Les serine protéinases sont retrouvées chez les serpents appartenant aux familles des Viperinae,

Crotalinae, Elapidae, et Colubridae.

3.2.2.1 Snake venom thrombin-like enzymes (SVTLEs)
Ces protéines appartenant aux sérine protéinases possedent des similitudes fonctionnelles avec la
thrombine avec la présence de la méme triade catalytique. Les SVTLEs ont une activité pro-coagulante
in vitro en clivant le fibrinogéne en fibrine. Les différences par rapport a la thrombine endogéne sont
leur absence d’inhibition par I’héparine et leur incapacité a activer le facteur Xlll dont le role est de
rendre insoluble le polymére de fibrine via des liaisons covalentes. On comprend alors qu’in vivo, les
SVTLEs agissent comme des anticoagulants en épuisant le fibrinogene plasmatique et en formant des
caillots solubles rapidement éliminés par la fibrinolyse apres clivage par la plasmine (33). On peut citer
pour exemple la batroxobine issu du venin de Bothrops atrox. Le mode d’action de cette derniére sera

détaillé dans le chapitre 5.1.1.2 (page 89).

3.2.2.2 Kallikrein-like enzymes
Les kallikrein-like serine protéinases protéolysent le kininogéne de haut poids moléculaire (KHPM)
pour libérer la bradykinine qui augmente la perméabilité vasculaire. De plus, ces enzymes peuvent

protéolyser I'angiotensine | limitant la formation d’angiotensine Il, un puissant agent vasoconstricteur.

3.2.3  Phospholipase A2 (PLA2)
La phospholipase A2 est une protéine enzymatique que I'on retrouve dans une majorité des venins de

serpents (Viperidae, Elapidae, Hydrophidae).
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Son mode d’action est I'hydrolyse des glycérophospholipides de membrane libérant un mélange
d’acide arachidonique et de lysophospholipides. Cette activité est Ca?* dépendante. Ces enzymes ont

des effets divers dus a la multitude de sites fonctionnels interagissant avec plusieurs types de ligands.

En libérant I'acide arachidonique, précurseur du thromboxane A2 qui est un activateur plaquettaire, la
PLA2 engendre un climat proagrégant. L'enzyme est également capable de dégrader les
phospholipides présents dans le complexe prothrombinase et d’entrer en compétition avec le facteur
Va pour se lier au facteur X dans ce complexe (34) ce qui lui confére des propriétés anticoagulantes
(35,36). De plus, I’'hydrolyse des phospholipides membranaires est responsable de changement de la

perméabilité cellulaire.

Ces enzymes auraient également d’autres effets tels que I'inflammation, une toxicité musculaire, une

neurotoxicité et hypotension consécutive a la vasodilatation.

3.2.4  L-amino-acid-oxydase (LAAO)
Cette enzyme est majoritairement retrouvée dans les venins des serpents de la famille des Crotalidae.

On la retrouve aussi chez les Viperidae ou les Elapidae.

Les LAAO sont des flavoenzymes (classe des oxydoréductases) qui catalysent la désamination
oxydative stéréospécifique des acides L-aminés. Ces réactions produisent du peroxyde d'hydrogéne
(H20,), une espéce réactive de I'oxygeéne hautement toxique, qui explique les effets de ces enzymes.
Ces protéases ont pour cofacteurs le FAD (Flavin Adenine Dinucleotide) ou la FMN (Flavin
Mononucleotide) qui sont tous deux composés d’un pigment, la riboflavine, donnant une couleur

jaune aux venins riches en ces protéines (37).

Ce groupe d’enzymes a plusieurs roles. Elles sont responsables d’hémorragies via la dégradation des
protéines de la matrice extracellulaire de I'endothélium vasculaire. On retrouve aussi des effets
anticoagulants avec la M-LAO (LAAO du venin d'Agkistrodon halys blomhoffii) capable d’inhiber
I"activité du facteur IX (38), et des effets anti et pro-agrégants plaquettaires qui sont controversés. La
production de peroxyde d’hydrogéne par les LAAO de certains serpents pourrait étre responsable
d’interférences entre les récepteurs plaquettaires (GPIIb/llla) et le fibrinogéne, impactant le
mécanisme d'agrégation plaquettaire (39) tandis que les LAAO d’autres serpents sont capables
d’induire une agrégation plaquettaire (40,41). De plus, les LAAO sont capables d'induire I'apoptose de
diverses lignées cellulaires grace a la production de peroxyde d’hydrogene, ce qui explique leurs
activités apoptotiques, antimicrobiennes et anti-cancéreuses qui font de ces LAAO de sérieux

candidats pour de nouvelles biothérapies dans ces domaines.

55



3.2.5  Autres enzymes
D’autres protéines enzymatiques sont également retrouvées dans les venins de serpents, n’ayant pas

d’activité sur ’hémostase.

3.2.5.1 Hyaluronidase
Les Hyaluronidases sont des protéines enzymatiques retrouvées dans les venins de serpent dont
|"activité principale n’est pas en rapport direct avec I’'hémostase. Ces protéines sont produites par les
serpents appartenant aux familles des Elapidae, Viperidae, et Crotalidae. Ces enzymes sont
responsables des effets locaux des morsures avec une nécrose tissulaire. Les hyaluronidases sont
essentielles car c’est grace a elles que les autres toxines vont pouvoir maximiser leur effet. Ces
enzymes ont la capacité de lyser les tissus et détruire les cellules facilitant alors la diffusion des autres

protéines sur leur lieu d’action.

3.2.5.2 Acétylcholine estérase

Cette enzyme est présente dans les venins des serpents appartenant a la famille des Elapidae.

On la retrouve de maniere physiologique au niveau de la jonction neuromusculaire des vertébrés. Son
role consiste en la dégradation du neurotransmetteur acétylcholine libéré par I’'axone neuronal.
L'acétylcholine est hydrolysée en choline et acide acétique ce qui limite I'action du neurotransmetteur

sur ses récepteurs post-synaptiques et la transmission cholinergique.

3.3 Protéines non enzymatiques

Les venins de serpent sont également composés de protéines non enzymatiques. Ces protéines ciblent
majoritairement des canaux ioniques ou des récepteurs membranaires dont les principaux effets sont
une neurotoxicité et une cardiotoxicité mais certaines sont capables d’activer ou d’inhiber les

plaguettes.

3.3.1 Lectines de type C
Les lectines de type C sont des protéines non enzymatiques, Ca?* dépendantes capables de fixer des
résidus glucidiques. Il s’agit d’un groupe de protéines assez complexe, avec une grande polyvalence
dans leurs fonctions [Tableau 11]. En effet, ces protéines ont plusieurs cibles telles que des récepteurs
membranaires ou d’autres protéines essentielles a I'némostase (42). On retrouve notamment de
nombreux récepteurs plaquettaires identifiés comme ligand. Par conséquent, elles ont un effet sur
I'némostase et leurs activités ont permis de mieux appréhender les mécanismes impliqués dans la

coagulation sanguine et I'activation des plaquettes en analysant les voies de signalisation.
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Une majorité des protéines de cette famille sont capables de se lier a la glycoprotéine plaquettaire
GPIb (plus ou moins via une interaction avec le facteur Willebrand) et peuvent soit inhiber les fonctions
plaquettaires, soit au contraire les activer via ce méme récepteur. D’autres lectines de type C peuvent

également activer les plaquettes via la glycoprotéine GPVI, ou l'intégrine a21 (43).

Enfin, on retrouve des lectines de type C capables de dégrader les facteurs de la coagulation soit en se
fixant au facteur IX seul soit en se fixant a la fois aux facteurs IX et X de la coagulation : elles sont
appelées protéines de liaison au facteur IX (IX-BP) et aux facteurs IX/X (IX/X-BP). Pour ces derniéres,
des études ont montré leur capacité a bloquer l'interaction entre le facteur X activé et son cofacteur

dans le complexe de la prothrombinase (44).

FONCTION LECTINES DE TYPE C LIGAND OU SUBSTRAT
IX/X-bp, IX-bp Facteur IX
Anticoagulant IX/X-bp, X-bp Facteur X
Bothrojaracine o-Thrombine
Botrocétine, bitiscétine vWF
Aloboaggregine-B GPlba
Agglucétine GPlba
Agoniste plaquettaire

Echicétine GPIba
Aggregine GPla/lla
Convulxine GPVI
Flavocétine-A (FL-A) GPlba

Antagoniste plaquettaire EMS 16 GPla/lla
Rhodocétine GPla/lla

Tableau 11 : Lectines de type C et fonctions (d’aprés Morita et al (45) et d’aprés Arlinghaus et al (42))

3.3.2  Désintégrines
Les désintégrines sont un groupe de protéines non enzymatiques des venins de serpent. Elles sont
riches en cystéines et de taille plutot petite (4-15kDa). Elles présentent des motifs désintégrines le plus
souvent RGD mais aussi MLD, MVD, RTS, KTS ou KDG. La majorité de ces protéines constituent le
domaine C-terminal des métalloprotéases de la classe Pl et sont libérées dans le venin par clivage

protéolytique (46). Ces protéines sont des inhibiteurs des récepteurs de type intégrine, qui jouent un
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role fondamental a la fois dans des processus physiologiques tel que I'hémostase et pathologiques tel

que le cancer.

Les désintégrines isolées de différentes espéces de serpents ont la capacité d'inhiber des processus
biologiques comme par exemple I'activation des plaquettes, I'adhésion, la migration cellulaire et la
survie cellulaire (47). Ces protéines peuvent en effet étre des inhibiteurs de I'agrégation plaquettaire
via I'inhibition de la liaison du fibrinogéne a I'intégrine GPIIb/llla. Elles s’opposent ainsi a la formation

du clou plaquettaire en inhibant I'agrégation plaquettaire.

Elles sont classées selon leur séquence consensus d’adhésion se fixant aux intégrines et présent dans

une position bien conservée [Tableau 12].

Trigramine (Trimeresurus gramineus)

Echistatine (Echis carinatus)

Kistrine
Motif RGD Albolabrine
(Arg Gly Asp) Favoridine
Salmosine

Rhodostomine

Obtustatine

Motif MLD
EMS11
(Met Leu Asp)
Motif MVD
Atrolysine

(Met Val Asp)

Obtustatine
motif RTS ou KTS

Vipéristatine
(Arg Thr Ser ou Lys Thr Ser)
Lebestatine

Barbourine (Sistrurus miliarius barbourin)
motif KGD

Ussuristatine
(Lys Gly Asp)
Salmosine

Tableau 12 : Classification des désintégrines selon leur motif
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3.3.3  Three finger toxine (TFT)
Les toxines a 3 doigts sont des protéines non enzymatiques majoritairement retrouvées dans les venins
d’Elapidae. L'appellation de cette protéine dérive de sa structure moléculaire qui prend I'apparence
de 3 doigts de la main : on retrouve 3 feuillets B en forme de boucle dépassant du noyau central et
stabilisés par quatre liaisons disulfure. Le premier TFT a été découvert il y a plus de 50 ans, il s’agit de
I'a-bungarotoxine. L'activité biologique de ces protéines est trés diverse et varie fortement de
I'interaction hautement spécifique avec certains récepteurs (a-neurotoxines) a la lyse cellulaire non
spécifique (cytotoxines) (48). Ces molécules possedent en effet une action au niveau des récepteurs
muscarinique et nicotinique a I'acétylcholine des cellules musculaires lisses dont elles sont

antagonistes.

Ces protéines vont également bloquer les canaux calciques Ca®* de type L entrainant un défaut de

vasoconstriction.

Elles peuvent aussi altérer les fonctions de ’lhémostase bien qu’elles soient moins nombreuses a avoir
de telles propriétés. La toxine KT-6.9 a montré in vitro une activité inhibitrice de I'agrégation
plaquettaire induite par I'adénosine diphosphate (ADP), la thrombine et I'acide arachidonique mais
pas par le collageéne et la ristocétine (49). On peut citer également la ringhalexine (50) et I'exactine (51)

qui sont capables de bloquer le complexe ténase en inhibant le facteur X (48).

3.3.4  Inhibiteurs de protéase
Les inhibiteurs de protéases (IP) sont des protéines capables d'inhiber I'activité catalytique d’autres
enzymes protéolytiques. On les retrouve chez différentes espéces venimeuses et notamment dans les
venins de serpents [Tableau 13]. Les IP peuvent étre classés en fonction des protéases qu'ils inhibent,
on regroupe ainsi des inhibiteurs de protéases a sérine, a cystéine, a acide aspartique et a d’autres

métalloprotéases (52).

Les inhibiteurs de protéases a sérine constituent la superfamille d'IP la plus largement distribuée au
sein de laquelle les inhibiteurs de protéase de type Kunitz sont les mieux caractérisés (53). Ces
protéines inhibent spécifiquement l'activité protéolytique de la trypsine ou de la chymotrypsine. Ces
inhibiteurs de protéases de type Kunitz sont en particulier retrouvés dans les venins de serpents
Elapidae et Viperidae. L'inhibiteur bovin de la trypsine pancréatique (BPTI) est considéré comme la
protéine de référence de la famille des inhibiteurs des sérines protéases. Ces inhibiteurs de type Kunitz
ont différentes actions : ils peuvent agir comme des neurotoxines ou des inhibiteurs de certains
facteurs de la coagulation et de la fibrinolyse (plasmine). Certains de ces inhibiteurs possédent en effet
une forte activité anti-fibrinolytique. C’'est le cas par exemple de la Textilinine-1, isolée du venin du

serpent Pseudonaja textilis, qui peut inhiber la plasmine humaine.
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En plus de l'activité inhibitrice des protéases, ces protéines ont parfois une activité antagoniste des
canaux ioniques (potassiques principalement et parfois calciques). Pour cela, elles possedent un site
effecteur différent de celui qui interagit avec les protéases. Parmi les inhibiteurs des canaux ioniques,

on retrouve les dendrotoxines, des inhibiteurs de protéases neurotoxiques.

ESPECE TOXINE PROTEASE INHIBEE
Dendroaspis polylepis . Trypsine *,
polylepis Dendrotoxin E

Chymotrypsine

Daboia siamensis BBPTI-1 Chymotrypsine
CBPTI-1 Trypsine
CBPTI-2 Trypsine
CBPTI-3 Chymotrypsine
Hemachatus haemachatus Trypsine,
HHV inhibitor Il chymotrypsine,
kallikréine, plasmine
Naja nivea NNV inhibitor Il Trypsine
Vipera ammodytes Trypsine *,

chymotrypsine,
kallikréine, plasmine

Trypsin inhibitor |

Trypsine *,
chymotrypsine,
kallikréine, plasmine

Trypsin inhibitor Il

Chymotrypsine *, trypsine, plasma
kallikréine

Chymotrypsine
inhibitor

Bungarus fasciatus BF9 Chymotrypsine

Bungaruskunin

Chymotrypsine *,
trypsine, elastase

Naja naja Trypsin inhibitor  Trypsine
Naja atra NACI Chymotrypsine
Ophiophagus hannah Oh11-1 Chymotrypsine
Chymotrypsine *,
OH-TCI y P
Trypsine
Bungarus multicinctus PILP-1 Trypsine
Oxyuranus scutellatus Kallikréine *, trypsine, plasmine,
TSPI
scutellatus elastase, factor Xa, a-factor Xlla
Pseudonaja textilis textilis Plasmine *,
Textilinin-1 .
Trypsine
Textilinin-2 Plasmine
Macrovipera lebetina Trypsine
. PIVL
transmediterranea
Pseudechis australis Pr-mulgin 1 Metalloprotease 2
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Trypsine *,

Pr-mulgin 2 Chymotrypsine,
Plasmine
Trypsine,
Pr-mulgin 3
Plasmine

* Protéase contre laquelle I'inhibiteur a montré une activité plus puissante.

Tableau 13 : Inhibiteurs de protéases de venins de serpents (d’aprés Mourao et al (53))

3.3.5  Autres protéines sans effet sur ’hémostase

3.3.5.1 Cysteine-rich secretory proteins (CRISPs)
Ces protéines non enzymatiques appartiennent a la superfamille des CAP protéines. On les retrouve
dans les venins de serpents colubridés, élapidés et vipéridés. Ces protéines sont appelées cystein-rich
secretory proteins de par leur structure : elles sont constituées de plus de 200 acides aminés, et
présentent a leur extrémité C-terminale un motif caractéristique constitué de 10 résidus cystéine (54).
Ces protéines agissent sur les canaux ioniques, elles sont notamment capables de bloquer les canaux
calciques de type L des cellules musculaires lisses. Une réduction des contractions du muscle lisse
artériel consécutive a la dépolarisation induite par le K* est alors observée (55,56). Parmi ces protéines,
on retrouve la pseudechetoxine ainsi que I'ablomine, la catrine, la latisemine, I'ophanine, la piscivorine

et la trifline.

3.3.5.2 Peptide natriurétique
De nombreux peptides natriurétiques jouant sur le systeme cardiovasculaire ont également pu étre
identifiés dans les venins de serpent. Ces peptides ont une structure proche de celle de 'ANP (Atrial
Natriuretic Peptide) ou BNP (Brain Natriuretic Peptide). Ils stimulent les canaux potassiques
membranaires augmentant I'expulsion de K* par la cellule, ce qui entraine la libération de NO dont

I’'une des actions consiste en la vasorelaxation des cellules musculaires lisses.

3.3.5.3 Bradykinine Potentiating Peptides (BPPs)
On trouve aussi dans certains venins des Bradykinine Potentiating Petides (BPPs) ou Bradykinine
potentiating Factors (BPFs). Ce sont des inhibiteurs du domaine C de I'enzyme de conversion de
I’angiotensine (ACE). Via cette inhibition enzymatique, ils empéchent la formation d’angiotensine Il a
partir de I'angiotensine I. Ainsi, en inhibant la formation d’angiotensine Il qui est un puissant agent
vasoconstricteur, les BPPs limitent la vasoconstriction artérielle. De plus, ces peptides bloquent la

dégradation de la bradykinine endogene.
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3.3.5.4 Défensines
Les défensines sont des peptides de défense de I'h6te et ont des activités a la fois antimicrobienne et
immunitaire. Ces protéines sont principalement retrouvées dans le venin des Viperidae et ont une
activité inhibitrice des canaux sodiques et potassiques présents sur les membranes plasmiques. Elles
agissent notamment sur les cellules musculaires (le sarcolemme). Elles ont des effets analgésiques,
neurotoxiques, myotoxiques et cytotoxiques. Une de leur spécificité est leur accumulation dans les
lysosomes, provoquant une cytotoxicité. Toutefois, les défensines sont assez rarement retrouvés dans
les venins, en moyenne elles représentent 1% des protéines du venin méme si on les retrouve en

proportion plus élevée dans certains venins (57).

En résumé, les protéines contenues dans les venins de serpents ont des activités multiples [Tableau
14] notamment sur les mécanismes de I'"hémostase [Figure 16, Figure 17 et Figure 18]. Nous verrons
que ces propriétés peuvent étre mises a profit dans différents secteurs que ce soit médical,

pharmaceutique ou biologique.

Activation of factor V
- snake venom
serine proteases

@ Fibrinogenolytic
- snake venom
serine proteases
- snake venom
metalloproteinases

@ Activation of plasminogen
- snake venom
serine proteases

) Inhibition of plasmin

- kunitz-type serine
protease inhibitors

Inhibition of factor X
- C-type lectins

Activation of factor X
- snake venom
metalloprotineases
- snake venom
serine proteases

Inhibition or aggregation
of platelets
- phospholipases A2
- snake venom
metalloproteinases
- disintegrins
Inhibition of thrombin - snake venom
- C-type lectins serine proteases
- kunitz-type serine protease inhibitors - C-type lectins

Activation of prothrombin
- snake venom
metalloproteinases
- factor Va toxin
- factor Xa toxin

0 O G4 o

Figure 16 : Mode d’action des différentes protéines ophidiennes sur ’hémostase (d'aprés Slagboom et al (58))
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Figure 17 : Effets des différentes protéines de venins de serpents sur ’hémostase
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Famille de toxines

7

Protéines enzymatiques

Elapidae
(SVMPs P-Il1)

SVMP
Viperidae

(SVMPs P-I, P-I1 et P-Il1)

Elapidae

SVsP Viperidae

Elapidae

i Viperidae

Elapidae

LAAO Viperidae

Famille de serpents

Principales cibles biologiques

Grande variété de cibles
(collagene IV et facteurs de
coagulation)

Facteurs de la coagulation
(principalement)

Membrane plasmique des
myocytes et de la membrane
axonale.

(Hydrolyse des
glycérophospholipides de
membrane relarguant un mélange
d’acide arachidonique et de
lysophospholipides)

Acides aminés L : désamination
oxydative stéréospécifique des
acides L-aminés

Principales activités physiopathologiques

- Activité hémorragique prédominante (activation de facteurs de la coagulation)
- Dégradation protéolytique du fibrinogéne et de la fibrine

- Apoptose cellulaire

- Inhibition de I'agrégation plaquettaire

Déséquilibre le systéme hémostatique.
o SVTLEs
- Activité pro-coagulante in vitro en clivant le fibrinogene en fibrine
- Activité anticoagulante in vivo en épuisant le fibrinogéne plasmatique et en
formant des caillots solubles rapidement éliminés par la fibrinolyse

o Kallikrein-like enzyme
- Protéolyse du KHPM et libération de bradykinine (1> perméabilité vasculaire)
- Inhibition de I'angiotensine | (vasodilatation)

- Activité proagrégante : libération d’acide arachidonique, précurseur du
thromboxane A2 (activateur plaquettaire)

- Activité anticoagulante : Hydrolyse des phospholipides du complexe
prothrombinase et liaison au facteur X

- Activité pro-inflammatoire : cedeme, afflux de leucocytes dans les tissus,
- Toxicité musculaire (nécrose aigué des muscles squelettiques),

- Neurotoxicité (paralysie flasque)

- Hypotension

- Effets hémorragiques (dégradation des protéines de la matrice extracellulaire et
de I'’endothélium)

- Effets anticoagulants (M-LAO inhibiteur du facteur IX)

- Effets anti ou pro-agrégant plaquettaires,

- Apoptose, oedéme
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CRiSP
Peptides
natriurétiques

Viperidae

Viperidae

Elapidae

Elapidae
Viperidae

Elapidae
Viperidae

Récepteurs plaquettaires (Gplb,
Gpla/lla, GPVI) et

cellulaires (agoniste ou
antagonistes)

Facteurs de coagulation, FIX et FX
et Flla) (inhibition)

Récepteurs de type intégrine
(inhibition)

Récepteurs nicotiniques et
muscariniques de I'acétylcholine
(antagonisme d’action),
acétylcholinestérase et
cardiomyocytes (blocage des
canaux calciques Ca®* de type L)
Canaux Ca?* de type L, canaux K+
et cascades de signalisation
impliquées dans |'adhésion
cellulaire

Récepteurs des peptides
natriurétiques A, B and C

Tableau 14 : Résumé des principales activités des protéines ophidiennes
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- Hémagglutination,

- Inhibition ou activation de I'agrégation plaquettaire

- Oedéme, P perméabilité vasculaire, hypotension,

- Cytotoxicité

- Modulation de la libération de Ca?* par le réticulum sarcoplasmique des muscles
squelettiques.

- Inhibition de I’agrégation plaquettaire (anti-GPllb/llla)
- Inhibition de I'adhésion cellule-cellule et I'adhésion cellule-matrice,
- Inhibition de I'angiogenése

- Neurotoxicité (paralysie, fasciculations musculaires)

- Cardiotoxicité : arrét cardiaque par lyse des cardiomyocytes
- Toxine KT-6.9 : inhibiteur de I’agrégation plaquettaire

- Ringhalexine et exactine : blocage du complexe ténase

- Inhibition de I'angiogenése,

- Réduction des contractions du muscle lisse artériel

- I perméabilité vasculaire

- Inflammation (infiltration de leucocytes et de neutrophiles)

- Effets hypotenseurs puissants (relaxation vasculaire et diminution de la
contractilité du myocarde via la libération de NO)
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Figure 18 : Actions des toxines de venins de serpents sur I'agrégation plaquettaire et la coagulation (d'aprés Koh et al
(59,60))
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3.4 Répartition des protéines dans les venins de serpents

Les serpents venimeux appartiennent majoritairement aux familles des Elapidae et des Viperidae. Si
on considere ces 2 familles, on se rend bien compte de la grande variabilité des protéines et toxines
qui composent leur venin ce qui peut expliquer la différence des symptomes associés a leur

envenimation [Figure 19 et Figure 20].

Les venins d'élapidés sont principalement composés par des protéines appartenant aux familles des
phospholipases A2 (PLA2s), et des three-fingers toxines (3FTx). Ces 2 familles de protéines semblent
complémentaires et représentent en moyenne >80% du protéome total du venin chez la plupart des
especes d’Elapidae. Ensuite, les familles protéiques les plus représentées sont les métalloprotéinases
(SVMP), les sérine protéases (SVSP), les L-aminoacides oxydases (LAAQ) et les peptides de type Kunitz.
Ces peptides de type Kunitz sont d’ailleurs particulierement répandus chez les mambas comme le
mamba vert de I'Est Dendroaspis angusticeps ou le mamba noir qui tous deux ne synthétisent pas de

PLA2 dans leur venin ce qui en fait une exception chez les Elapidae.

En revanche, dans les venins de vipéridés, on retrouve majoritairement des protéines de la famille des
PLA2, des SVMP et des SVSP. Ces 3 familles représentent en moyenne prés des 2/3 du protéome total
du venin. D'autres toxines composent également le venin des Viperidae mais sont retrouvées en plus
faibles proportions telles que les LAAOs, les lectines de type C, les protéines lectine-like de type C, et

les peptides natriurétiques.

On remarque ainsi que les PLA2 sont des enzymes majoritaires dans les deux familles de serpents
venimeux. Toutefois, leurs actions sont différentes avec une activité myotoxique des PLA2 des

Viperidae et une activité neurotoxique des PLA2 des Elapidae.

La différence dans la composition chimique du venin des Elapidae et des Viperidae entraine des
manifestations cliniques distinctes. L'envenimation par les serpents Elapidae induit principalement des
manifestations neurotoxiques, cytotoxiques et cardiotoxiques, alors que I'envenimation par les viperes

induit typiquement une myotoxicité et une hémotoxicité (29).
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Elapidae Viperidae

Figure 19 : Répartition des classes de protéines entre les différents venins de serpents Elapidae et Viperidae (d’apres
Oliveira et al (57))

3FTx, toxine a trois doigts ; CRiSP, protéine sécrétoire riche en cystéine ; CTL/SNACLEC, lectine de type C et protéine
semblable a la lectine de type C ; DEF, défensine ; DIS, désintégrine ; KSPI, inhibiteur de la sérine protéase de type Kunitz ;
LAAO, L-aminoacide oxydase ; NP, peptide natriurétique ; PLA2, phospholipase A2 ; SVMP, métalloprotéinase du venin de

serpent ; SVSP, sérine protéase du venin de serpent.
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Figure 20 : Distribution des familles de toxines les plus abondantes dans différents venins d'espéces de serpents des
familles Viperidae (sous-familles Viperinae et Crotalinae) et Elapidae (sous-familles Elapinae et Hydrophiinae) (d’apres
Gutiérrez et al (29))

3FTx, toxine a trois doigts ; CRiSP, protéine sécrétoire riche en cystéine ; CTL/SNACLEC, lectine de type C et protéine
semblable a la lectine de type C ; DEF, défensine ; DIS, désintégrine ; KSPI, inhibiteur de la sérine protéase de type Kunitz ;
LAAO, L-aminoacide oxydase ; NP, peptide natriurétique ; PLA2, phospholipase A2 ; SVMP, métalloprotéinase du venin de
serpent ; SVSP, sérine protéase du venin de serpent.
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4. Intérét thérapeutique : développement de nouveaux médicaments dérivés

des venins de serpent

De I'observation des différents effets des protéines des venins de serpents sur les humains est née
I'idée de les détourner pour les utiliser comme remedes dans diverses pathologies. Les composants
toxiques des venins de serpents ont des activités biologiques multiples dont I'’étude permet de
comprendre les envenimations mais aussi de développer de nouveaux candidats médicamenteux pour

traiter plusieurs maladies.

4.1 Meédicaments de I'’hémostase

La description des effets du venin de vipére sur la coagulation par Fontana a la fin du XVllle siecle a
entrainé I'extension de ['utilisation des venins a but thérapeutique notamment pour traiter les
hémorragies spontanées ou accidentelles. Le recours aux venins d’Agkistrodon, de Notechis, de

Cerastes, de Naja et de Bothrops sous forme plus ou moins diluée s’est répandu (24).

A ce jour, les développements biologiques et technologiques ont permis d’identifier et de purifier les
molécules d’intérét des venins de serpent ayant un effet sur I'hémostase afin de produire des
médicaments avec une meilleure efficacité et sécurité. Les propriétés des venins ophidiens ont permis
de développer des médicaments agissant sur ’hémostase et la coagulation [Tableau 15]. Parmi ces
médicaments, certains sont toujours commercialisés, d’autres ont été retirés du marché et d’autres

encore sont en cours de développement.

4.1.1  Antiagrégants plaquettaires
Plusieurs antiagrégants plaquettaires ont été modélisés et développés a partir de protéines de venins

[Figure 26].

4.1.1.1 Tirofiban (Agrastat®)
Le tirofiban est un médicament dérivant de la structure de la protéine de venin de serpent appelée
Echistatine. Cette protéine est une désintégrine a motif RGD (61) purifiée a partir du venin d’Echis
carinatus. L'échistatine est la désintégrine la plus largement caractérisée, elle se compose de 49 acides

aminés et possede un motif RGD conservé et une longue extrémité C-terminale.

Des études portées sur I'échistatine ont permis de localiser le motif RGD au niveau d’une boucle
spécifique (62). L'extrémité C-terminale agirait en synergie avec cette boucle de liaison aux intégrines

pour conférer a |'échistatine une meilleure affinité pour les récepteurs des intégrines (63).

Le développement du tirofiban a partir de I'échistatine s’est basé sur le motif RGD des chaines latérales

de I'échistatine et I'optimisation structurelle des extrémités N et C-terminale. Un pharmacophore
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possédant une conformation spatiale comparable et des groupements de méme classe chimique a été
recherché (54)[Figure 21]. L'idée a été d’identifier des composés dans lesquels les groupes fonctionnels
interagissent de maniere similaires avec la désintégrine et ont le méme espacement que la protéine
de venin. Afin de reproduire la méme activité biologique de type désintégrine, on cherche a ce que les
groupements amino et carboxylate soient séparés par la méme distance que la guanidine basique et
le carboxylate acide de la boucle RGD (64). Dans la structure du tirofiban, le site basique (mimant
Arg=R) est une pipéridine, le lieur aliphatique réplique la glycine et le site acide (mimant Asp=D) est le
groupement carboxyle de la tyrosine [Figure 22]. Finalement, le groupe (S)-NHSO2n-C4H9 augmente
I'affinité du tirofiban pour sa cible allbB3. Grace a ces optimisations structurelles, le niveau de

sélectivité du tirofiban est supérieur a celui de I'échistatine (65).

o

Tirofiban

Figure 22 : Molécule de tirofiban avec sa séquence mimant RGD issue de la protéase échistatine (d’apres Oliveira et al
(57)
L'échistatine (a gauche) se lie a l'intégrine allbB3 par son motif Arg-Gly-Asp (RGD) (sphéres colorées en haut a droite).
Motif retrouvé dans la molécule de Tirofiban en bas a droite.
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Le tirofiban correspond a un peptidomimétique de synthése qui mime la charge et la conformation
spatiale de la séquence RGD (Arg-Gly-Asp) retrouvées 4 fois dans le fibrinogene (14) [Figure 23]. Il est
responsable de l'inhibition de I'agrégation plaquettaire via I'antagonisme de la glycoprotéine
Gpllb/llla, récepteur du fibrinogéne situé a la surface des plaquettes. Ce médicament inhibe par
conséquent l'interaction plaquettes-plaquettes via le fibrinogéne et la formation du clou plaquettaire

en empéchant la formation de ponts de fibrinogéne inter-plaquettaires.

Ce médicament est utilisé par voie intraveineuse dans les syndromes coronariens aigus et la prévention
de complications thrombotiques (68). En effet, les indications de I’Agrastat® sont la prévention des
infarctus du myocarde précoce chez I'adulte souffrant d'un syndrome coronaire aigu sans sus-décalage
persistant du segment ST (SCA NST) avec dernier épisode de douleur thoracique depuis moins de 12
heures et modifications électrocardiographiques et/ou élévation des enzymes cardiaques. Ce
traitement est également indiqué afin de réduire le risque de survenue d'événements
cardiovasculaires majeurs chez les patients en phase aigué d'infarctus du myocarde (IDM ST+) devant

bénéficier d'une intervention coronaire percutanée (69).

Associé a l'aspirine et au clopidogrel, le tirofiban permet de réduire de 50% les complications
thrombotiques aigués liées au geste d’angioplastie, ainsi que la mortalité a long terme (a trois ans)

(14).

La fonction plagquettaire revient a son niveau initial dans les huit heures apres I'arrét du traitement.

Sites RGD Plaquette activée
Y o
400-4< 95-97 570-574
Fibrinogene GP lib/1lla
GP l1b/l1lla

Plaquette activée

Figure 23 : Interaction de la molécule de fibrinogéne avec son récepteur membranaire plaquettaire activé, la
glycoprotéine GP lib/llla (14)

4.1.1.2 Eptifibatide (Integrilin®)
L'eptifibatide est un médicament anti-agrégant plaquettaire dont la structure dérive de la barbourine,
une désintégrine a motif KGD issue du venin du crotale pygmée du Sud-Est, Sistrurus miliarius. Tout

comme le tirofiban, il s’agit d’'un antagoniste de la Gp llb/llla plaquettaire.
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Le développement de I'eptifibatide a été pensé suite aux effets indésirables rapportés d’un inhibiteur
de la Gp lIb/llla déja commercialisé, I'abciximab, en mettant en place une approche alternative de
blocage de la Gp lIb/llla (70). L'objectif a été de développer un médicament possédant une haute
affinité pour la Gp Ilb/lla, une action antiplaquettaire rapide mais réversible a I'arrét du traitement,

une bonne sécurité d’'utilisation et ne déclenchant pas de réponse immunitaire.

Des tests ont été menés a partir de venins de serpent pour trouver des désintégrines spécifiques de la
Gp lIb/Illa (71). Sur 62 venins, seul celui du crotale pygmée du Sud-Est, Sistrurus miliarius a montré une
spécificité d’action vis-a-vis de I'intérgine plaquettaire Gpllb/Illa. La barbourine a été isolée du venin
puis séquencée. Sa séquence de 73 acides aminés ne contenait pas de motif RGD comme d’autres
désintégrines de venins de serpent mais un motif homologue KGD (Lys-Gly-Asp) qui serait responsable
d’une plus grande affinité pour Gp lIb/llla. La barbourine est un peptide de grande taille a I'origine
d’une antigénicité potentielle et d’une élimination rapide ne pouvant donc étre utilisé tel quel en tant
gue médicament. L'objectif a donc été de concevoir des peptides synthétiques de plus petite taille,
non immunogenes et résistants a la protéolyse mais gardant cette spécificité d’action envers la Gp

lIb/Illa grace au motif KGD (71).

L'eptifibatide a été développé a partir de la barbourine sous la forme d'un petit peptide cyclique
composé par 6 acides aminés, contraints par des ponts disulfures et contenant le motif KGD de la
barbourine (72) [Figure 24 et Figure 25]. La cyclisation du peptide permet de préserver la structure
tertiaire de haute affinité a la Gp lIb/llla et d’assurer une résistance a la dégradation protéolytique in
vivo. La présence de lysine (K) a la place d’une arginine (R) dans le motif désintégrine de I'eptifibatide
en comparaison au tirofiban confére une plus grande spécificité pour la glycoprotéine Gp Ilb/Illa

limitant I'interaction avec a5B1 (récepteur de la fibronectine) et avB3 (récepteur de la vitronectine).

(a) (b) (c)

Figure 24 : Structure chimique de la barbourine et de I'eptifibatide avec leur séquence KGD (d’aprés Bocian et Hus (73))
(a) Barbourine : structure tertiaire avec séquence KGD en magenta
(b) Eptifibatide : heptapeptide cyclique composé de la séquence KGD en magenta
(c) Eptifibatide : structure primaire
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Eptifibatide

Figure 25 : Molécule d’eptifibatide avec sa séquence mimant KGD issue de la protéase barbourine (d’aprés Oliveira et al
(57))
La barbourine (a gauche) se lie a I'intégrine allbB3 par son motif Lys-Gly-Asp (KGD) (sphéres colorées). Motif retrouvé dans

la molécule d’eptifibatide en bas a droite.

Ce traitement associé a I'aspirine et a I’héparine non fractionné est indiqué dans la prévention des
infarctus du myocarde précoces chez les adultes souffrant d'angor instable ou d'infarctus du myocarde
sans onde Q survenu dans les 24 heures, s'accompagnant de modifications de I'électrocardiogramme

(ECG) et/ou d'une élévation des enzymes cardiaques (74).

Ce médicament s’administre comme le tirofiban par voie intraveineuse. Des études ont montré
I"absence d’'immunogénicité du médicament et une inhibition rapide de |'agrégation plaquettaire dans
les 15 minutes suivant le traitement par eptifibatide, maintenue pendant toute la durée de la
perfusion. L'inhibition plaquettaire est rapidement réversible, avec un retour a la normale de la

fonction plaquettaire (> 50 % d'agrégation plaquettaire) 2 a 4 heures apres I'arrét de la perfusion.

4.1.1.3 Vipégitide
Le vipégitide est une molécule peptidomimétique composée de 13 acides aminés dont I'activité
pharmacologique est l'inhibition de I'agrégation plaquettaire par antagonisme de l'intégrine a2p1
(également appelé récepteur de la glycoprotéine la/lla, VLA-2, ou CD49b/CD29). Ce récepteur de
I'intégrine a2B1 se trouve sur la membrane des plaquettes et déclenche, en condition physiologique,
|'agrégation plaquettaire induite par le collagéne. Cette cible est tres intéressante car a la différence
de la GP lIb/llla, 'intégrine a2B1 n’est pas associée a un risque de saignement grave lorsqu’elle est

déficitaire ou inhibée. On rappelle qu’un déficit en GP llb/llla est quant a lui responsable de troubles
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hémorragiques profonds dans la pathologie nommée thrombasthénie de Glanzmann. La surexpression
de l'intégrine a2f1 est associée a la formation de caillots pathologiques d’ou I'intérét de I'inhiber chez

les sujets a risque thrombotique (75).

Pour la synthése du vipégitide, les scientifiques ont utilisé comme modele la vixapatine (VP12) et sa
séquence K(R)TS qui est une protéine lectine de type C trouvée dans le venin de Vipera xantina
palestinae (75). Une forme pégylée plus stable du vipégitide a également été synthétisée : il s’agit du
peptidomimétique Vipegitide-PEG2 pour lequel deux molécules de polyéthylene glycol (PEG)
remplacent les résidus glycine et tryptophane aux positions 1 et 2. Des données montrent que cette

forme est stable dans le sérum humain pendant plus de 3 heures (76).

Vipegitide et Vipegitide-PEG2 ont montré ex vivo qu’ils étaient efficaces pour l'inhibition de
|'agrégation plaquettaire induite par I'adénosine diphosphate et le collagene | (dans le plasma riche en
plaguettes et le sang humain total). De méme, des tests sur animaux ont montré une bonne tolérance
aigué chez les souris aprés une injection intraveineuse en bolus de 50 mg/kg (76). Ces résultats sont
prometteurs pour ['utilisation de telles molécules dans le développement de thérapies

antithrombotiques anti-agrégantes anti-a231.

Echis carinatus Sistrurus mlh’arlus barbouri Vipera xantina palestinae
i :q i C- type lectin-protein
Vixapatin (VP-12)
Echistatin Barbourm
" A, "l & NH,-CH,-CH,-0-CH,-C(0)-Lys-Thr-Arg-

08 AIB-Arg-AIB-Thr-Ser-His-Try-Gly-COOH

v =
L= ==
-— ' Vipegitide
Tirofiban (Aggrastat) Eptifibatide (Integrilin) ‘
GP la/ lla (a2B1) integrin targeted
GP I1b / Illa (allbB3) integrin targeted anti-platelet drugs anti-platelet lead compound

Figure 26 : Médicaments antiagrégants plaquettaires développés a partir des protéines ophidiennes de type
désintégrines et lectines de type C (d'apres Lazarovici et al (75))
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4.1.1.4 Anfibatide
L'anfibatide est une protéine de type lectine C isolée a partir du venin de la vipére a nez pointu
Deinagkistrodon acutus. L'activité antiagrégante de I'anfibatide est consécutive au blocage de la liaison
de la Gplba avec le facteur Willebrand et la thrombine (77,78) plus spécifiquement dans les zones
exposées a de fortes contraintes de cisaillement. Cette liaison intervient notamment dans I’activation

et I'adhésion plaquettaire.

Des essais sur volontaires sains (phase 1) ont été réalisés dans un essai clinique prospectif, randomisé
et ouvert de phase | afin d’évaluer I'effet et la sécurité de I'anfibatide. L'anfibatide a été administré par
voie intraveineuse soit sous forme d'un bolus, soit sous forme d'un bolus suivi d'une perfusion de
24heures a 94 volontaires sains. L'effet du médicament a été immédiat avec une inhibition maximale
immédiate suivant I'administration et la durée d’action a été estimée a 8 heures. La tolérance était
correcte : aucune thrombopénie, aucun saignement ni anticorps anti-anfibatide n'ont été mis en
évidence. Aucun événement indésirable grave ni réaction allergique n’ont été observés au cours des

études (77).

Cette étude suggére un effet antithrombotique rapide, puissant et réversible de I'anfibatide chez les
sujets sains. Pour la suite, des essais de phase Ib-lla et de phase Il chez des patients souffrant
d'infarctus du myocarde sans sus-décalage du segment ST et avec sus-décalage du segment ST
bénéficiant d’une intervention coronarienne percutanée sont prévus prochainement pour évaluer

|’efficacité de la molécule.
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4.1.2  Traitements défibrinants
On retrouve au sein des venins de serpents des enzymes défibrinantes. Elles sont appelées
veinombines et sont classées en trois groupes (A, B ou AB) en fonction de leur capacité a cliver le
fibrinopeptide A, le fibrinopeptide B, ou les deux du fibrinogéne [Figure 27]. Le viprinex et la
batroxobine font parties du groupe des venombines de type A. Elles permettent de diminuer in vivo

les concentrations de fibrinogene.

Fibrinopeptide A

Fibrinogtne
Fibrinopeprids B

Venzyme Ancrod Thrombine
Acurine Cabonase

Diéfibrase®
V%*O‘ Crotalase D, .~
R Repiilase®  o—— o
Arvin® &I
) .~

Caillot incomplet Caillot normal

Figure 27 : Différents types de veinombines (d'aprés Chippaux et al (24))

4.1.2.1 Viprinex (Ancrod®)
Le viprinex est une sérine protéase (Thrombin Like Enzyme, SVTLE) purifiée a partir du venin de la

vipére de Malaisie Agkistrodon rhodostoma.

Ce médicament a plusieurs propriétés : il réduit les taux de fibrinogene et permet de diminuer la
viscosité du sang. Cette molécule est un agent défibrinant. La défibrinogénation produit une
anticoagulation en épuisant le substrat nécessaire a la formation du thrombus (79). L'agrégation
plaguettaire est également inhibée de maniére indirecte puisque le fibrinogéne n’est plus disponible
au cours de cette étape pour fixer les intégrines plaquettaires Gp llb/Illa. L'un des produits de clivage
du fibrinogene, appelé "desAA-Fibrine", agit aussi comme cofacteur du t-PA pour l|'activation du

plasminogéne en plasmine. Il en résulte une fibrinolyse accrue localement (80).

A la suite d’un traitement par viprinex, des études ont montré une diminution de la viscosité du sang
de 30 a 40 % en comparaison au niveau avant traitement. Les effets sont une amélioration du flux

sanguin et de la perfusion de la microcirculation (81,83).

Bien que les résultats initiaux aient été trés prometteurs (79,82), le viprinex a échoué lors des essais

de phase Ill ou il n"a pas montré de bénéfices thérapeutiques dans les essais sur les infarctus et les
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AVC. Son utilisation chez les victimes d'accidents ischémiques cérébraux a été arrétée en décembre
2008 en raison du manque d'efficacité. Dans I'étude ESTAT (étude multicentrique, randomisée, en
double aveugle, contrélée par placebo) visant a évaluer I'efficacité et la sécurité d'Ancrod® administré
par voie intraveineuse dans les 6 heures suivant l'apparition d'un accident vasculaire cérébral
ischémique aigu et poursuivi pendant 5 jours, des résultats plus tardifs portant sur 1 600 patients ont
montré une efficacité plus élevée du placebo que du médicament. L'étude a d{ étre arrétée parce que
la mortalité dans le groupe Ancrod® était plus élevée. Une autre étude "Stroke Treatment with Ancrod
Trial (STAT)" a confirmé ce résultat dans le traitement de I'accident vasculaire cérébral ischémique

(83).

4.1.2.2 Batroxobine (Defibrase®)
La batroxobine est une sérine protéase issue des venins de 2 especes de Bothrops : Bothrops moojeni
et Bothrops atrox. Elle posséde une action thrombine-like (84) et est capable de lyser la partie N-
terminale de la chaine alpha du fibrinogene libérant les fibrinopeptides A et transformant le

fibrinogene en fibrine instable (desAA-Fibrine).

De ce mécanisme d’action en découle des propriétés défibrinante et anticoagulante in vivo en épuisant

le fibrinogene plasmatique et en formant des caillots solubles rapidement éliminés par la fibrinolyse.

La batroxobine posséde diverses activités pharmacologiques :
- diminution du taux de fibrinogéne induisant un effet anticoagulant et une diminution de la
thrombogenése.
- réduction de la viscosité du sang total et du plasma avec amélioration de la rhéologie et de la

perfusion sanguine.

Elle peut étre utilisée dans différentes indications comme l'infarctus cérébral aigu (autorisation
seulement en Chine (84,85)), I'ischémie causée par des maladies vasculaires occlusives (telles que la
thromboangéite oblitérante, la thrombose veineuse profonde et I'embolie pulmonaire) ou le
dysfonctionnement de la circulation périphérique et de la microcirculation (telles que la surdité

soudaine et la maladie des vibrations) (86).

Ce médicament est seulement autorisé en Chine ou au Japon dans certaines de ces indications. Son

utilisation n’a pas été approuvée par la FDA aux Etats-Unis ni par I’'EMA en Europe.

4.1.3  Sutures biologiques
Différents hémostatiques chirurgicaux existent et sont indiqués en chirurgie pour améliorer
I’'hémostase lorsque les techniques conventionnelles comme la compression, les sutures mécaniques
ou I’électrocoagulation sont insuffisantes. Parmi eux, on retrouve notamment I'utilisation de produits

a base de thrombine et fibrinogéne permettant la réalisation de sutures dites biologiques. Ces produits
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sont soit des médicaments dérivés du sang (MDS) qualifiés de « colles de fibrines homologues »,
contenant principalement des protéines plasmatiques coagulables d’origine humaine (fibrinogene,
facteur XIlI, fibronectine et thrombine) qu’on oppose aux « colles de fibrine autologues » dont I'essor
est récent. La raison du développement de nouvelles colles biologiques est notamment la progression
technologique dans le secteur mais également la crainte de la transmission potentielle de virus ou de
prions par ces MDS. Certaines « colles de fibrines autologues » recourent a I'utilisation de protéases
de venin de serpent comme la batroxobine et sont disponibles sous forme de dispositifs médicaux

commercialisés pour la routine clinique (87).

4.1.3.1 Batroxobine : Plateltex-Act®
La batroxobine issue du venin du serpent brésilien Bothrops atrox peut étre utilisée pour préparer des

gels de plaquettes autologues nécessaires dans les thérapies cellulaires et tissulaires.

On la retrouve dans le dispositif médical Plateltex-Act® accompagné de gluconate de calcium. En
formant de la fibrine a partir du fibrinogéne en présence de calcium, la batroxobine provoque la
gélification d’un plasma riche en plaquettes. Ce gel peut alors étre manipulé et appliqué sur la plaie

chirurgicale soutenant les processus de réparation et de régénération des tissues endommagés (88).

Le gel plaquettaire produit avec Plateltex-Act® est utilisé pour la thérapie des plaies, des ulceres, des

blessures aigués et chroniques des tissus durs et mous et au cours de certaines chirurgies.

A la différence des autres produits sur le marché composé de thrombine, ce dispositif médical a base
de batroxobine a comme avantage de ne pas activer les plaquettes. Celles-ci sont passivement piégées
dans le réseau de fibrine et la libération de leurs granules est lente. Dans ces conditions, la rétraction
du caillot est plus longue a se produire (89) ce qui peut étre utile dans certaines conditions cliniques

nécessitant une efficacité a plus long terme.

4.1.3.2 Batroxobine : Vivostat®
Le dispositif médical Vivostat® permet la préparation peropératoire automatisée en 30 minutes de
« colle de fibrine autologue » a partir du sang du patient. Une unité « processeur » permet la
préparation automatisée de la colle de fibrine a partir d’un échantillon de sang préalablement prélevé
au malade et une unité « d’application » permet la distribution du produit sur la plaie avec un contréle
de la diffusion de la fibrine (87,90). Le principe repose également sur la conversion du fibrinogéne en

fibrine médié par la batroxobine (91).

4.1.3.3 Hemocoagulase® (Hémogoaculase agkistrodon HCA)
Depuis les études sur la batroxobine, d’autres protéines de type thrombin-like enzymes (TLE) ont été

étudiées. C'est le cas par exemple de ’hemocoagulase agkistrodon (HCA), issue du venin du mocassin
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chinois Agkistrodon acutus. |l s’agit d’'une TLE a double chaine. L'HCA est un médicament prescriptible

en Chine pour réaliser des sutures biologiques et est connu pour son efficacité hémostatique (92).

Dans le princeps Hemocoagulase®, les monomeéres de des-A-fibrine produits grace a l'activité
enzymatique de type thrombine ont la capacité de former un complexe avec le fibrinogéne natif. Ces
complexes sont de haut poids moléculaire et amplifient I'agrégation des plaquettes limitant

I’extravasation au niveau de la bréche vasculaire (93).

Un des avantages de I'HCA par rapport a la thrombine dans les colles biologiques est son absence
d’activation du FXIIl. Par conséquent, la consolidation par réticulation de la fibrine soluble en fibrine
insoluble par le FXllla a lieu au site de la breche vasculaire par le FXllla généré physiologiquement par

la thrombine mais est limitée dans les vaisseaux sanguins indemnes (94) .

Les indications de I’'Hémocoagulase® sont la réduction des saignements dans les chirurgies plastiques,
les chirurgies abdominales et les vitrectomies humaines. Des études ont montré l'intérét de
I’'Hemocoagulase® a limiter les saignements et hémorragies au cours d’interventions dentaires,
abdominales, urologiques, thyroidiennes, orthopédiques, obstétriques et gynécologiques (92,95,96).
L'hémocoagulase réduit les saignements postopératoires et les besoins en transfusion sanguine chez

les patients en chirurgie cardiaque en préservant les fonctions de coagulation (92).

4.1.3.4 Haempatch (Q8009)
Haempatch (Q8009) est issu du venin de Pseudonaja texilis. Ce médicament correspond a une sérine

protéase analogue du facteur Xa activant la prothrombine, dont I'utilisation est envisagée en topique.

De maniére comparable au facteur Xa, Q8009 est une protéase a deux chaines : la chaine lourde
contient le site enzymatique et la chaine légere posséde des résidus d'acide gamma-carboxy
glutamique facilitant la fixation aux membranes. Q8009 posséde une homologie de séquence avec le
facteur Xa de 47%. Son activité enzymatique permet le clivage de la prothrombine aux mémes sites
que le facteur Xa humain (94). A la différence du facteur Xa, cette activité est indépendante de la

présence de cofacteurs tels que le calcium, les phospholipides ou le FVa.

Des études in vivo ont été réalisées entre 2007 et 2009 sur cinqg modeles différents chez le rat (excision
dermique, de I'extrémité de la queue, du foie, de la rate et des reins). Ces études réalisées en
comparatif a la thrombine rapportaient des résultats prometteurs pour Q8009 avec une réduction du
volume total de sang perdu (97,98). De plus, des recherches ont permis de mettre en place un

processus de fabrication recombinant pour Q8009 méme si son rendement reste limité (99).

Cet agent hémostatique topique serait indiqué pour réduire la perte de sang consécutive a une
chirurgie ou a un traumatisme et permettrait de limiter les besoins transfusionnels ainsi que la durée

d’intervention chirurgicale. Toutefois, ce médicament n’est pas disponible sur le marché.
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4.1.4  Traitements pro-coagulants

4.1.4.1 CoVase (V0801)

CoVase (V0801) est une protéine analogue du facteur Va provenant du venin de Pseudonaja texilis.

L'utilisation de cette molécule comme agent procoagulant repose sur I’hypothese que le FVa serait le
facteur limitant dans la formation du complexe prothrombinase. Par conséquent, CoVase permettrait
d’accélérer la coagulation. Jouant le réle de co-facteur, CoVase aurait a priori une activité seulement
sur les sites ol la coagulation a déja été physiologiquement activée c’est-a-dire ol le facteur Xa est
présent. L’activité coagulante du facteur Xa étant régulée par I'antithrombine, le risque de coagulation

disséminée resterait limitée (100).

CoVase ne nécessite aucune coupure protéolytique pour étre activé a la différence du facteur V

endogene. Il n’est pas sensible a I'inhibition par la protéine C.

Ce cofacteur procoagulant pourrait étre indigué comme agent antihémorragique systémique dans le
traitement des hémorragies internes et des hémorragies non compressibles caractérisées par des
blessures et saignements multiples localisés sur de petits vaisseaux des viscéres et qui ne sont pas

facilement accessibles par un traitement conventionnel.

Il était prévu que cette molécule soit testée lors d’études précliniques notamment dans un essai
d'hémorragie non compressible chez le lapin (blessure splénique). Aucun résultat n’est paru a ce sujet

depuis 2012.
4.1.5  Traitements anticoagulants

4.1.5.1 Ximelagatran (Exanta®)
Le ximelagatran a été le premier inhibiteur direct oral de la thrombine a avoir atteint les essais cliniques
de phase lll. C'est un promédicament dont le métabolite actif est le mélagatran. Le ximelagatran
posséde une structure moléculaire basée sur celle d’un peptide identifié dans le venin de cobra Naja.
La séquence d'acides aminés du médicament mime une séquence du fibrinopeptide A précédant le
site qui est clivé par la thrombine pendant la conversion du fibrinogéne en fibrine (101) permettant

d’inhiber 'action de la thrombine.

Des études cliniques ont montré que le ximelagatran avait une efficacité comparable a la warfarine et
aux héparines de faible poids moléculaire (HBPM) pour la prophylaxie de la thromboembolie veineuse,
comparable a la warfarine pour la prévention de l'accident vasculaire cérébral dans le cadre de la
fibrillation auriculaire. Cependant, la FDA a refusé en 2004 I'autorisation de commercialisation aux
Etats-Unis du ximelagatran pour toutes les indications proposées (102) et le médicament a été retiré

du marché en 2006 du marché européen ultérieurement a I'apparition d’effets indésirables a type de
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cytolyse hépatique. Cette décision a été prise a la suite d'un cas d'hépatite grave identifié 3 semaines
aprées la derniére prise du médicament (103). Compte tenu de |'apparition des |ésions hépatiques
graves chez un patient apreés la fin de I'exposition au médicament et I'insuffisance d’une surveillance
réguliere de la fonction hépatique comme moyen préventif (104), AstraZeneca® a préféré retirer du

marché melagatran/ximelagatran.
4.1.6  Traitements thrombolytiques

4.1.6.1 Alfimeprase
L'alfimeprase est une protéine recombinante de la métalloprotéinase P-l issue de la toxine fibrolase.
Cette toxine avait été initialement purifiée a partir du venin du serpent cuivré du Sud Agkistrodon
contortrix contortrix (mocassin a téte cuivrée). Elle possede une activité fibrinolytique, capable de
cliver la chaine Aa du fibrinogéne et de la fibrine mais aussi la chaine Bf3, mais a un rythme plus lent.

L’enzyme agit également directement sur la fibrine lui conférant une activité thrombolytique.

L'un des avantages de la fibrolase est qu’elle est insensible a I’action des serpines sanguines. Toutefois,
elle est rapidement inactivée de facon irréversible par I'alpha-2 macroglobuline (101). La fibrolase a
été légérement modifiée afin de stabiliser I'enzyme (initialement dans I'objectif de stocker la protéine
pendant les essais cliniques). Cette forme modifiée, du c6té de I'extrémité N-terminale, est appelée
alfimeprase. L’alfimeprase a montré sur des études in vitro qu'elle lysait les caillots environ six fois plus

rapidement que l'activateur du plasminogéene (t-PA).

Ce médicament avait été évalué dans des essais de phase Ill dans les indications de traitement des
occlusions artérielles périphériques et des occlusions du dispositif d'acces veineux central (DAVC).
Suite aux échecs des essais de phase lll, Nuvelo a décidé de mettre fin a cette étude en mars 2008, et

le programme de développement de I'Alfimeprase a été arrété.
4.1.7  Traitements antifibrinolytiques

4.1.7.1 Textilinine-1 (Q8008)
La textilinine-1 est un inhibiteur de la sérine-protéinase de type Kunitz isolé du venin du serpent brun
australien Pseudonaja textilis. Cette toxine a pour propriété d’inhiber la plasmine humaine de maniere

spécifique.

Deux types de textilinine ont été initialement purifiées : Textilinine-1 et Textilinine-2. Les textilinines 1
et 2 présentent respectivement 45 et 43% d'homologie avec I'aprotinine (Trasylol®), un médicament
antifibrinolytique. Textilinines et aprotinine ont en commun 6 résidus Cys, une spécificité des
inhibiteurs de type Kunitz (100). L’aprotinine est un inhibiteur de protéase de type Kunitz issu du

poumon de bovin capable d’inhiber |‘activité de la plasmine, de la kallikréine ou encore de la trypsine.
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Actuellement, I'un des axes thérapeutiques dans la prise en charge d’hémorragies est I'utilisation
d’agents antifibrinolytiques (+ en association a d’autres molécules). Dans cette catégorie de
médicaments, on retrouve l'acide tranexamique et anciennement I'aprotinine. La textilinine a le
potentiel de remplacer 'aprotinine grace a une plus grande spécificité et I'avantage par rapport a
I'acide tranexamique d’inhiber directement la plasmine alors que l'acide tranexamique inhibe

préalablement I'activation du plasminogene en plasmine (105).

L'utilisation de Textilinine-1 (Q8008) comme agent anti-fibrinolytique systémique en chirurgie a été
envisagée. Dans un modele murin, elle réduisait les pertes sanguines, et son utilisation semblait plus
shre que 'aprotinine (101,106). Des études ont montré que l'aprotinine est un inhibiteur de protéase
a large spectre tandis que Q8008 est un inhibiteur sélectif de la plasmine et de la trypsine. Ce spectre
d’action plus restreint permettrait de limiter les effets indésirables liés a une activité sur des protéines
non ciblées. En effet, plusieurs effets indésirables ont été rapportés avec |'aprotinine notamment un
risque accru d'accident vasculaire cérébral, d'insuffisance cardiaque, d'infarctus du myocarde,
d'encéphalopathie et d'événements vasculaires, cardiovasculaires et cérébrovasculaires (100,107) qui

lui ont valu d’étre retirée du marché francais en 2018.

Récemment, une étude menée par Dr Kijas et son équipe a testé un hydrogel a base d'un polymeére PIC
synthétique (polyisocyanopeptide substitué par du triéthylene glycol) conjugué a des protéines
recombinantes ophidiennes de 2 types : écarine (mécanisme d’action décrit dans le chapitre 5.1.4.1
en page 98) et textilinine. L’association de ces 2 enzymes permet une initiation rapide la coagulation
grace a |'écarine conjointe a une inhibition de la dégradation du caillot a partir de la textilinine [Figure
28]. Des essais dans un modele murin en condition hémorragique (amputation de la queue d'une
souris) ont été conduits et ont montré que l'application de I'hydrogel contrdlait rapidement
I’'hémorragie tant dans des conditions physiologiques que qu’hypocoagulantes (administration de
warfarine). A noter que cet hydrogel est thermosensible, c’est a dire qu’a des températures inférieures
a 22°Cil est sous forme liquide, et qu’au contact du corps et de la plaie il prend la consistance d’un gel
ferme facilitant son application. Des études in vivo utilisant des modeles précliniques de grands
animaux devraient prochainement étre mises en place afin de continuer I'évaluation de ce nouveau

dispositif dans les hémorragies (105).
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Figure 28 : Mécanisme d'action de I'hydrogel associant écarine et textilinine (d'aprés Yegappan et al (105))
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MEDICAMENTS

Tirofiban
(Aggrastat ®)

Eptifibatide
(Integrilin®)

Vipegitide

Anfibatide

Viprinex (Ancrod®)

Batroxobine
(Defibrase®/
Reptilase®)

Haempatch (Q8009)

CoVase (V0801)

Ximelagatran
(Exanta®)

Alfimeprase

Textilinine-1 (Q8008)

CLASSE

Antiagrégant plaquettaire

Antiagrégant plaquettaire

Antiagrégant plaquettaire

Antiagrégant plaquettaire

Agent défibrinant

Agent défibrinant

Agent procoagulant

Agent procoagulant

Agent antihémorragique

Inhibiteur direct de la
thrombine

Activité fibrinolytique

Agent anti-fibrinolytique

MECANISME D’ACTION
Antagoniste réversible de la

Gp allbB3 plaguettaire

Antagoniste réversible de la
Gp allbB3 plaquettaire

Antagoniste sélectif de
I'intégrine a2p1

Inhibiteur de la GPlba

Clivage du fibrinopeptide A
du fibrinogene

Clivage du fibrinopeptide A
du fibrinogene

Analogue du FXa, activateur
de la prothrombine

Analogue du facteur Va,
cofacteur du complexe
prothrombinase

Inhibiteur direct de la
thrombine

Lyse les fibrinopeptides A et
B du fibrinogene

Inhibiteur de plasmine
humaine

Tableau 15 : Médicaments issus de protéines de venins de serpent ayant un effet sur ’hémostase
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VENINS

Echis carinatus

Sistrurus miliarius barbouri

Vipera xantina palestinae

Deinagkistrodon acutus

Agkistrodon rhodostoma

Bothrops moojeni et
Bothrops atrox

Pseudonaja textilis

Pseudonaja textilis

Naja spp.

Agkistrodon contortrix
contortrix

Pseudonaja textilis

INDICATIONS

Prévention des infarctus du myocarde précoce chez
I'adulte (angioplastie coronaire)

Prévention des infarctus du myocarde précoces chez
les adultes souffrant d'angor instable ou d'infarctus
du myocarde sans onde Q (angioplastie coronaire)

Thérapie antithrombotique (tests sur animaux)

Développement en cours

Infarctus du myocarde

AVC (échec essais de phase Il en 2008)

Traitement des AVC ou des embolies pulmonaires en
Chine et au Japon

Agent hémostatique topique (chirurgie, traumatisme)

En cours d’étude avec des essais prévus sur animaux

Traitement des hémorragies internes et des
hémorragies non compressibles

Arrét essais phase Ill en 2008
Arrét essais de phase Il (traitement des occlusions
artérielles périphériques (OAP) et des occlusions du

dispositif d'accés veineux central (DAVC))

Essais précliniques en cours



4.2 Autres traitements sans effet sur ’hémostase

4.2.1  Antihypertenseurs Inhibiteurs de I'Enzyme de Conversion (IEC)
Les inhibiteurs de I’enzyme de conversion de I'angiotensine sont des traitements antihypertenseurs.
Deux d’entre eux ont été concus a partir de protéines de venins de serpent : le captopril et I'enalapril
[Figure 29]. Bien qu’ils n'aient pas d’action sur I’"hémostase plasmatique mais seulement sur les
vaisseaux, il s’'agit des premiers traitements modélisés a partir de molécules ophidiennes, leur

découverte et leur développement seront tout de méme rapidement exposés.

Snake

&5

Enalapril
1985

1980s

1981
Snake

&5

Captopril

Figure 29 : Chronologie de découverte des inhibiteurs de I'ECA modélisés a partir de protéines de venin de serpent
(d’apres Bordon et al (88))

4.2.1.1 Captopril
Captopril est le tout premier médicament développé a partir de la structure d’une protéine de venin
de serpent qui a été commercialisé (approuvé par la FDA en 1981). Captopril dérive du peptide

Teprotide retrouvé dans le venin de Bothrops jararaca (61).

La découverte de peptides hypotenseurs dans le venin du crotale Bothrops jararaca remonte a 1965
par le pharmacologue brésilien Ferreira. Ses études avaient montré que des peptides présents dans le
venin inhibaient I'enzyme de conversion de I'angiotensine (ECA) et potentialisaient le systeme
vasodilatateur kallikréine-kinine. L'un des peptides, le teprotide (BPP9) s’avérait prometteur. Ce
nonapeptide BPP9 (Bradykinin Potentiating Peptide) (Glu-Trp-Pro-Arg-Pro-Glin-lle-Pro-Pro) était le tout
premier inhibiteur de I'ECA thérapeutiquement actif. Toutefois, ce peptide natif purifié issu du venin
de serpent était complexe et relativement cher a synthétiser, et son administration orale était

impossible de par sa structure peptidique rapidement hydrolysée.
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Dans les années 1970, des études de conception rationnelle des médicaments ont permis de
développer un médicament efficace par voie orale. Dans un premier temps, un modéle théorique du
site actif de I'ECA a été construit. Pour cela, les scientifiques se sont basés sur la structure de la
carboxypeptidase A, une autre enzyme qui clive la deuxieme liaison peptidique de I'angiotensine, pour
en déduire celle de I'ECA qui clive la premiére liaison du substrat. Ce n’est que plus tard dans les années
1980 que la structure I'ECA a été officiellement découverte. Dans un second temps, et en regard de ce
modele théorique de I'ECA, des études de structure-activité ont pu étre conduites permettant
d’identifier le pharmacophore responsable de I'inhibition de I'ECA. Par analogie avec un inhibiteur de
la carboxypeptidase A (CPA) récemment découvert, plusieurs peptides N-acetylés ont été testés. Les
chercheurs ont découvert les caractéristiques chimiques nécessaires pour que la molécule en cours de
développement soit efficace sur I'ECA. C'est ainsi qu'a été sélectionné le captopril (3-mercapto-2-
méthylpropanoyl-I-proline). On considére la synthése du captopril comme l'une des premieres
conception rationnelle d’'un médicament. C’est grace a ces différents travaux de chimie qu’a été

développé le captopril dérivant de la protéine native teprotide [Figure 30].

Isolated from the
venom of the

R H N
N </ brazilian viper,
N\ OH Bothrops jararaca
H

HO HZN\«NH & NH

NH  teprotide
H-Pyr-Trp-Pro-Arg-Pro-Gin-lie-Pro-Pro-OH

Zinc
binding ﬂ
group

7~ N\
H o screening of many
N \')L N N N-acylated peptides
\ﬂ/ H and SAR studies
(o] R (o] OH
ﬂ (o]
Zinc »
binding /HS/\N N First
group \ H generation
O o7 oH

ACE
Captopril inhibitor

Figure 30 : Structure chimique du teprotide et du captopril (d'apreés Lenci et al (108))

Le captopril est un inhibiteur de I'enzyme de conversion de I'angiotensine qui agit sur le systéme
renine-angiotensine. En limitant la production d’angiotensine Il et en potentialisant I'action de la

bradykinine, ce médicament fonctionne comme hypotenseur.
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4.2.1.2 Enalapril
L’enalapril a été quelques années plus tard lui aussi approuvé par la FDA (en 1985). Il dérive lui-méme
du captopril : c’est une prodrogue qui est métabolisée en enalaprilate. Il a été synthétisé en substituant
le groupe mercapto du captopril par un groupement alkyl (109). Ce groupe mercapto était considéré
comme responsable de certains effets indésirables du captopril notamment dermatologiques (rashs
cutanés) ou d’une perte de go(t (88). Ce médicament est indiqué dans le traitement de I'hypertension
artérielle, de l'insuffisance cardiaque symptomatique et en prévention de l'insuffisance cardiaque
symptomatique chez des patients ayant une dysfonction ventriculaire gauche asymptomatique

(fraction d’éjection < 35 %) (110).

4.2.2  Autres traitements
D’autres traitements sans influence sur I’hémostase sont également inspirées de protéines de
serpents. Nous ne développerons pas de maniére précise ces molécules qui sont sans lien avec

I’lhémostase et sortent donc du cadre de cette these.
On peut citer :

- La cobratid, une a-neurotoxine qui agit comme antagoniste des récepteurs nicotiniques a
I'acétylcholine et qui dérive d’'une protéine de Naja naja atra. C'est un médicament
analgésique commercialisé sous forme associé au tramadol et a I'ibuproféne, utilisé dans les
douleurs modérées a séveres associées aux cancers (88,111).

- Les mambalgines, qui sont des protéines de la famille 3FTx isolées a partir du venin du mamba
noir. Ces protéines sont capables d’inhiber les transporteurs de Na* activés (ASIC) au niveau
des neurones nociceptifs leur conférant des propriétés analgésiques puissantes et non
toxiques (112,113).

- Le cenderitide, peptide natriurétique dont la conception est basée sur une protéine de venin
du mamba vert de I'Est Dendroaspis angusticeps. Les études montrent une efficacité et une
tolérance chez les patients souffrant d’insuffisance cardiaque chronique stable (114).

- La crotamine, une défensine purifiée a partir du venin de crotale néotropical d'Amérique du
Sud Crotalus durissus (57). Des essais chez la souris ont montré une activité anti-mélanome

(115) ainsi que des activités anti-inflammatoire et analgésique (116).
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5. Intérét diagnostique : tests biologiques en hémostase

5.1 Tests de coagulation

Certaines molécules issues de venins de serpents ont permis de développer des tests de laboratoire
de biologie médicale dans le domaine de I’hémostase. On retrouve notamment le Protac®, le RVV-X
ou la convulxine qui sont utilisés en routine et d’autres toxines moins connues. Ces tests ainsi que les

protéines qu’ils utilisent vont étre détaillés dans cette partie [Tableau 16].
5.1.1  Temps de Reptilase

5.1.1.1 Principe du temps de Reptilase
Le temps de Reptilase consiste a mesurer le temps de coagulation a 37°C d’un plasma pauvre en
plaquettes citraté aprés ajout de reptilase ou enzyme « équivalente ». Ce test est similaire au temps
de thrombine a la différence qu’une enzyme thrombine like ophidienne est utilisée a la place de la
thrombine. Deux protéases issues des venins de serpent peuvent étre utilisées afin de remplacer la
thrombine dans le test. Il s’agit de la batroxobine (Reptilase®), enzyme purifiée provenant du serpent
Bothrops atrox, et le viprinex (Ancrod®), enzyme similaire provenant du serpent Agkistrodon

rhodostoma.

5.1.1.2 La Batroxobine
La batroxobine est une sérine protéase thrombine-like (SVTLE) issue du venin de Bothrops atrox

moojeni. Elle possede la propriété de cliver les fibrinopeptides A du fibrinogéne.

Physiologiquement, la thrombine est la protéase responsable du clivage et du relargage de
fibrinopeptides A et B du fibrinogéne entrainant la formation de monomere de fibrine (117) tandis que
la batroxobine libére seulement des fibrinopeptides A [Figure 31]. Cette protéase ophidienne scinde la
liaison Arg16-Gly17 au niveau de la partie N-terminale de la chaine Aa du fibrinogéne ce qui conduit a
la formation de monomeres de fibrine (118). Une fois la batroxobine liée au fibrinogene grace a sa
haute affinité, son activité enzymatique peut étre 18 fois plus importante que celle de la thrombine
(129). Il est a noter que les sites de fixation de la batroxobine au fibrinogéne ne sont que partiellement
identiques a ceux de la thrombine car des études ont montré que la thrombine est incapable de
complétement déplacer la batroxobine fixée au fibrinogéne (119). Le fibrinogene et la fibrine sont les
seuls substrats connus de la batroxobine. De plus la batroxobine, a la différence de la thrombine n’est

pas inhibé par I'antithrombine (119).

Au sein des laboratoire diagnostiques et de recherche, la batroxobine a pour principales indications :
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- la réalisation d’un temps de reptilase pour explorer les anomalies du fibrinogene
(dysfibrinogénémie et hypofibrinogénémie).
- la préparation de plasmas défibrinés nécessaires a la réalisation de certains tests au

laboratoire

m/

+ +

P92 9D ) ~ D

? Fibrinopeptides A

? Fibrinopeptides B

Figure 31 : Mécanisme d'action de la Batroxobine sur le fibrinogéne en comparaison a la thrombine

5.1.1.3 Indications du temps de Reptilase
Le temps de reptilase est, comme le temps de thrombine (TT), sensible aux déficits qualitatifs ou
guantitatifs en fibrinogéne mais insensible a la présence d’héparine (HNF et HBPM) et d’inhibiteurs

directs de la thrombine, a la différence du TT (118).

L'exploration d’un allongement isolé du TCA peut étre réalisée par la prescription d’'un temps de
thrombine (TT). Le TT sera allongé en présence d’anticoagulant avec une activité anti-lla ou d’une
anomalie du fibrinogéne. Le temps de Reptilase sera quant a lui allongé seulement en cas d’anomalie
du fibrinogene au vu de ses propriétés. On peut ainsi réaliser un temps de thrombine et un temps de
reptilase conjointement car les résultats de ces deux tests sont complémentaires. L’allongement de
ces 2 temps doit faire évoquer une dysfibrinogénémie (acquise ou héréditaire) ou une

hypofibrinogénémie (CIVD, ...).
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5.1.2  Dosage de la protéine C

5.1.2.1 Indications des dosages de protéine C
Le dosage de la protéine C (PC) est essentiellement réalisé dans le contexte de bilan de thrombophilie.
L'objectif est de rechercher un déficit en PC chez des patients ayant des antécédents thrombotiques

veineux inexpliqués personnels ou un antécédent familial de déficit en PC.

Les dosages antigéniques de la protéine C reposent sur des tests immunologiques tandis que les tests
de détermination de I'activité de la protéine C sont des tests fonctionnels. Le dosage de I'activité est
réalisé en premiére intention. Le dosage antigénique de la protéine C n’est réalisé qu’en seconde
intention en cas de diminution du dosage fonctionnel afin de préciser le diagnostic. Cette approche
permet de diagnostiquer a la fois les déficits quantitatifs dits de type | (protéine C réduite) et qualitatifs

dits de type Il (protéine C dysfonctionnelle).

Les tests fonctionnels peuvent étre des tests coagulométriques ou bien des tests de type
chromogénique reposant tous deux sur I'utilisation d’une protéase du serpent Agkistrodon contortrix

(Protac®) capable d’activer la PC.

5.1.2.2 Le Protac®
Le Protac® est un produit commercial (American Diagnostica, Greenwich C.T., USA) contenant une
protéine de type serine protéase issue du venin du serpent cuivré du sud Agkistrodon contortrix
contortrix. |l correspond a une glycoprotéine a chaine unique. Il s’agit d’'un activateur de la protéine C

d’action rapide et indépendant de la thrombomoduline découvert en 1985.

La protéine C est convertie en serine protéinase (PCa) qui posséde des activités enzymatique et
anticoagulante. La PCa peut ensuite, a I'aide de son cofacteur la protéine S, inactiver les facteurs Vllla

et Va par une dégradation protéolytique ce qui inhibe la génération de thrombine.

Les tests dépendant du Protac® sont utilisés dans les laboratoires diagnostiques pour la détermination
des taux de protéine C et de protéine S dans le plasma afin de détecter des déficits en ces protéines

pouvant augmenter le risque thrombo-embolique veineux.

5.1.2.3 Dosage coagulométrique de la protéine C
Le test de coagulation de la PC correspond a I’évaluation de I'action anticoagulante de la protéine C
activée via la mesure d’un TCA en présence de phospholipides, d’activateur de phase contact et de
calcium. Le plasma du patient est dans un premier temps dilué avec du plasma déficient en PC.
L'utilisation d'un plasma déficient en protéine C permet de s’affranchir des déficits d'autres protéines
plasmatiques (comme la protéine S). Dans un second temps, la PC est activée a I'aide du réactif

activateur: le Protac®. Finalement, la coagulation est déclenchée par I'ajout de calcium.
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L'augmentation du temps de coagulation est proportionnelle a I'activité de la protéine C dans le plasma

du patient. La protéine C étant le facteur limitant, il en résulte une relation linéaire directe [Figure 32].
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Figure 32 : Principe du dosage coagulométrique de la protéine C (d'aprés Diapharma (120))

Ce test est interprétable chez les patients traités par héparine. Le taux de PC (protéine vitamine K
dépendante) est diminué sous AVK. L'activité mesurée de la PC pourrait étre faussement diminuée
chez les patients traités par I'aprotinine, capable d’inhiber la PCa (121). De méme, le dosage

coagulométrique de la PC est sous-estimé chez les patients traités par AOD.

Les dosages coagulométriques de la protéine C sont moins précis et plus variables d’un réactif a I'autre
en comparaison aux tests chromogéniques. Cela peut s’expliquer par la sensibilité du test au FVIII (un
taux élevé de facteur VIII est susceptible de raccourcir le temps de coagulation et d’induire une sous-

estimation du taux de PC (120)) ou par une composition variable des réactifs en phospholipidiques.

5.1.2.4 Dosage chromogénique de la protéine C
Le test chromogénique repose sur l'utilisation du Protac® et d’un substrat chromogénique de la
protéine C activée. Ce test est spécifique, de bonne précision et simple. La PC dans le plasma est activée
grace au Protac® puis la PCa clive un substrat chromogéne. La mesure de I'activité enzymatique de la
PCa repose sur la mesure de I'absorbance liée au substrat chromogéne spécifique libéré. Par exemple,
le chromogeéne 4-nitroaniline (pNA) peut étre utilisé comme substrat, et sa libération sera mesurée a
une longueur d’onde de 405nm (122) [Figure 33]. Cette mesure peut s’effectuer soit pendant la
réaction dans une cuvette de photometre (méthode cinétique), soit de fagon discontinue en arrétant
la réaction avec de I'acide acétique ou citrique (méthode du point final). Le signal photométrique est

proportionnel a I'activité enzymatique.

92



Protac
Protein C P  APC

APC
S-2366 | Peptide + pNA

Figure 33 : Principe du dosage chromogénique de I'activité de la protéine C (d'aprés Diapharma (120))

L'intérét du Protac® réside aussi dans son incapacité a hydrolyser significativement des substrats
chromogénes de la protéine C activée. De plus, étant un activateur d’action rapide, le Protac®

minimise I'action des inhibiteurs de la protéine C.

5.1.3  Test de résistance de la protéine C activée (RPCa)
La RPCa peut étre héréditaire ou acquise. Elle se caractérise par l'incapacité de la PCa a inhiber les
cofacteurs FVa et/ou FVIlla. La principale cause de résistance a la PCa est la mutation du facteur V
Leiden, qui est une anomalie thrombophile fréquente a I'état hétérozygote (5 a 7% de prévalence). A
|’état hétérozygote, cette mutation augmente le risque de premier épisode de MTEV d’environ 5 fois
et bien plus a I'état homozygote. En effet, le Facteur V Leiden présente la mutation p.Arg506GIn au
niveau d’un site de clivage naturel de la PCa le rendant résistant a la protéolyse exercée par la PCa. De
méme, le facteur V Leiden ne peut pas étre converti par la PCa en un cofacteur PCa fonctionnel, ce qui

conduit a une inactivation inefficace du FVllla [Figure 34].
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Figure 34 : Mécanismes moléculaires de RPCa du FV Leiden (d'aprés Castoldi et al (123))
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Des tests de mesure de la RPCa ont été mis au point pour dépister cette anomalie. Bien que les tests
de mesure de la RPCa aient été pendant longtemps utilisés, il est désormais préconisé de rechercher

directement la mutation Facteur V Leiden par biologie moléculaire.

Toutefois, nous allons détailler les tests de RPCa existants qui utilisent des protéases ophidiennes

[Figure 37].
5.1.3.1 Mesure d’un temps Noscarine en présence de RVV-V

5.1.31.1 RVV-V
RVV-V est une serine protéase (SVSP) isolée du venin de la vipére Russel (Daboia russelii). C'est un

activateur du facteur V.

Physiologiquement, les facteurs Xa et lla (thrombine) activent le facteur V dans la cascade de la
coagulation. Pour cela, ils clivent 3 liaisons spécifiques : Arg709-Ser710, Arg1018-Thr1019 et Arg1545-
Ser1546. Ces coupures enzymatiques permettent d’éliminer le domaine B hautement glycosylé du
facteur V, ce qui entraine I'exposition du site de liaison pour le FXa [Figure 35.A]. A la différence du
facteur Xa et de la thrombine, RVV-V ne clive qu’une seule de ces liaisons : Arg1545-Ser1546 [Figure
36.B]. Ainsi, le domaine B glycosylé n’est pas éliminé mais le facteur V clivé a tout de méme la capacité

de se fixer au facteur Xa (124). A part le facteur V, il n’est connu aucun autre substrat du RVV-V.

L'activité du RVV-V est mesurée in vitro par sa capacité a activer le facteur V. Ensuite, le facteur Va
généré est testé par sa capacité a corriger le temps de coagulation du plasma humain déficient en
facteur V. La correction du temps de coagulation est proportionnelle a la concentration de facteur Va

présente et donc a I'efficacité de RVV-V a convertir le facteur V en Va (125).

L’activité du FVa disparait au bout de 20 heures (126). N’étant pas stable dans le temps, RVV-V peut
étre utilisé pour déstabiliser et inactiver de maniere sélective le facteur V contenu dans le plasma. On
peut ainsi préparer des réactifs plasmas déficients en facteurs V utiles aux tests de détermination du

taux plasmatique de facteur V (126).
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(A) Activation du FV par la thrombine (Flla)

\ S/

B

Fv

Figure 35 : Schéma d'activation du facteur V par la thrombine (A) et par RVV-V (B) (d’aprés D. Dahlback et al (127))

Arg1545 : site de clivage du RVV-V

51312 Principe du test
Le 1°" test s’appelle le test Pefakit APCR facteur V Leiden (Pentapharm®). Dans ce test, le plasma du
patient est dilué dans du plasma déficient en FV. Ensuite, un réactif contenant le RVV-V et la PCa est
ajouté au plasma patient pour déclencher la coagulation [Figure 36 et Figure 37C]. A noter que le
calcium n’est pas nécessaire a cette activation. Le RVV-V active le FV en FVa qui va lui-méme étre
inactivé par la PCa. Dans une seconde étape, un réactif a base de Noscarine, protéase issue du venin
de Notechis scutatus et activateur de prothrombine FVa dépendant est ajouté. Les temps de

coagulation sont alors mesurés :
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- chez les patients indemnes de mutation du facteur V Leiden et dans le plasma témoin,

I'inhibition du FVa par la PCa entraine un allongement du temps de coagulation.

- chez les patients porteurs de la mutation FV Leiden, le clivage protéolytique du FVa par la PCa
en position 506 est défectueux. Par conséquent, l'activité du cofacteur FVa reste suffisante pour
soutenir l'activation de la prothrombine par la Noscarine, et le temps de coagulation mesuré est

raccourci.

Le méme test est réalisé en paralléle en I'absence de PCa et permet de calculer un rapport du temps
de coagulation avec/sans ajout de PCa. Ce rapport permet de classer les individus normaux (« wild
type »), hétérozygotes et homozygotes. Une mutation homozygote donne classiquement un rapport
inférieur a 1,0, une mutation hétérozygote, un rapport entre 1,0 et 2,0, et le type sauvage, un rapport

supérieur a 2,0 (128).

Ce test s’affranchit des effets de I’héparine ou d’un lupus anticoagulant grace a un inhibiteur de
I'héparine. Toutefois, les inhibiteurs directs de la thrombine et les taux abaissés en facteur V (<50%)

interférent avec le test (118).
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Figure 36 : Principe du test de résistance de la protéine C activée par la mesure d’un temps de noscarine (d’apres
Pentapharm® (129))

5.1.3.2 Mesure d’'un dRVVT en présence de Protac®
Un deuxiéme test de RPCa est basé sur la mesure d’'un dRVVT (Temps dilué de venin de vipére Russel)

en présence de Protac® [Figure 37A].

En présence de calcium, le facteur X présent dans I'échantillon de plasma testé est directement activé
en FXa par le RVV-X (mécanisme d’action décrit dans le chapitre 5.1.5.1.1 page 101). En présence de

Facteur V, de calcium et de phospholipides, le FXa active la prothrombine en thrombine, et entraine la
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formation d’un caillot. Par conséquent, les anomalies des facteurs de la phase contact, les carences en

FVII, FVIIl et FIX n’impactent pas ce test.

Le Protac® est utilisé afin d’activer la protéine C contenu dans le plasma du patient. Le dRVVT mesuré
va s’allonger en présence de PCa et sera plus court en présence de la mutation FV Leiden qui confere

au FV une résistance a la protéolyse par la PCa.

Ainsi, chez les patients indemnes de mutation du facteur V Leiden, I'activation de la protéine C allonge
le temps de coagulation de deux a trois fois alors que chez les individus porteurs de la mutation FV
Leiden, I'activation de la PC par le venin n'induit qu'une prolongation minime, généralement inférieure

a 1,5 fois (118).

5.1.3.3 Mesure d’'un dRVVT en présence de PCa
Il existe un test assez similaire au précédent basé sur la mesure d’un temps de coagulation en présence
d’un activateur de FX (Crotalus viridis helleri FX activator) proche d’un dRVVT. La principale différence

réside dans I'ajout direct de PCa plutdt que de Protac® [Figure 37B].
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Figure 37 : Principes des tests de RPCa (d'aprés Moore et al(1))
A : Mesure d’un dRVVT en présence de Protac
B : Mesure d’un dRVVT en présence de PCa
C : Mesure d’un temps Noscarine en présence de RVV-V
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5.1.4  Temps d’écarine et test chromogénique basé sur l'écarine
Avec l'essor des inhibiteurs directs de la thrombine au cours des dix derniéres années, des tests
permettant le dosage de ces médicaments ont d( étre mis en place. Certains d’entre eux sont basés
sur l'utilisation d’écarine. Il existe a la fois des tests de coagulation et des tests chromogéniques [Figure

39].

5.1.4.1 L’écarine
L’écarine est une métalloprotéinase produite par le venin de vipéere a écailles Echis carinatus. Ses
propriétés sont l'activation spécifique de la prothrombine (Fll) conduisant a la formation de

meizothrombine.

Le processus d’activation de la prothrombine via écarine difféere significativement du processus
physiologique assuré par le facteur Xa. Contrairement au FXa, I'écarine ne nécessite pas de cofacteurs
ou d’ions calcium pour I'activation de la prothrombine (130). L’écarine ne peut cliver la prothrombine
gu’au niveau du site Arg323-1le324 alors que le FXa peut, en plus de ce clivage, réaliser un clivage en
position Arg274. Ces 2 clivages par le FXa permettent in fine de générer de I'alpha-thrombine tandis

que l'action de I’écarine sur la prothrombine génére seulement de la meizothrombine [Figure 38].

La meizothrombine correspond a la structure de la prothrombine apres clivage du site de I’Arg323-
lle324 c’est-a-dire a la structure de I'alpha-thrombine succédant au fragment 1+2 (131).
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Figure 38 : Activation de la prothrombine (d'aprés Mijovski et al (132))
R271 (Arg274-Thr275) : site de clivage du FXa
R320 (Arg323-l1le324) : site de clivage de I’écarine et du FXa
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La meizothrombine a le méme poids moléculaire que la prothrombine mais le centre actif de la
molécule est plus difficilement atteignable par les substrats naturels tel que le fibrinogéne (132) en
comparaison a l'alpha-thrombine. Par conséquent, les inhibiteurs directs de la thrombine (comme
I"argatroban ou le dabigatran) peuvent inhiber la meizothrombine en raison de leur petite taille ce qui
n’est pas le cas de I’héparine en raison de I'encombrement stérique trop important du complexe

héparine-antithrombine (133).

L’écarine est utilisée dans les tests de la coagulation pour la mesure de I'Ecarin Clotting Time (ECT) et
Ecarine Chromogenic Assay (ECA) pour doser des anticoagulants inhibiteurs directs de la thrombine

(argatroban, dabigatran et hirudine).

5.1.4.2 Ecarin clotting time (ECT)
Le principe du temps d’écarine (Ecarin clotting time) repose sur I'ajout d’une faible quantité d’écarine
au plasma qui convertit la prothrombine en meizothrombine. En présence d’inhibiteurs directs de la
thrombine, la meizothrombine est inhibée et le temps de coagulation est allongé. Ce test permet

d’évaluer I'effet et de doser les anticoagulants anti-lla directs (Hirudine, Dabigatran, Argatroban).

Jusqu'a récemment, I'ECT a été largement utilisé comme outil de recherche et sa disponibilité était
assez limitée. De nouveaux kits commerciaux sont maintenant commercialisés. Toutefois, ces kits n'ont

pas été standardisés ou validés avec le dabigatran.

Il convient également de noter qu'étant donné la sensibilité de I'ECT a la prothrombine et au
fibrinogene présent dans |’échantillon, des perturbations de ces parametres sont susceptibles
d’impacter les mesures de temps d’écarine. En effet, un taux faible de prothrombine (FIl) ou une
hypofibrinogénémie entrainera des temps de coagulation faussement élevés, sans rapport avec les
concentrations d’inhibiteurs directs de la thrombine. Pour ces raisons, I'ECT n’est pas recommandé

pour la surveillance d'urgence des effets des anticoagulants (131).

5.1.4.3 Ecarin chromogen assay (ECA)
Le test chromogénique a base d’écarine (ECA) permet les mesures des concentrations d’inhibiteurs

direct de thrombine tel que le dabigatran ou encore I'argatroban.

Pour ce test, sont ajoutés au plasma citraté :

- un substrat chromogénique spécifique de la meizothrombine

- dela prothrombine humaine en exces

- unréactif a base d’écarine
Au cours de ce test, le substrat chromogénique est clivé par la meizothrombine formée libérant un
chromophore. La mesure de I'absorbance par spectrophotométrie est réalisée suite a son relargage.

La concentration en inhibiteur de thrombine est inversement proportionnelle a I'absorbance. Une
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calibration permet de convertir la variation de densité optique en concentration en inhibiteur de

thrombine (en ng/mL).

L'ECA n’est pas sensible a I'héparine car I’'héparine ne possede pas d’action inhibitrice sur Ila
meizothrombine au contraire de plus petites molécules telles que le dabigatran ou I'argatroban. Ce
test s’affranchit également de perturbations qualitatives ou quantitatives en prothrombine, en

fibrinogene (contrairement a I'ECT) et n’est pas influencé par la présence d’AVK.

Pour les patients traités au dabigatran, les tests basés sur I'écarine ont montré une réponse plus
linéaire a la concentration du médicament qu’avec le TCA. Il y a également moins de variations

interindividuelles.

( A) ecarin
Sample with DTl - p [DTI:meizothrombin complex] + excess meizothrombin
*
Fibrinogen » Fibrin (clot)
ecarin
(B)
Sample with DTI .
+ = ——p [DTI:meizothrombin complex] + excess meizothrombin
Prothrombin buffer*®
4 Peptide detector
Chromogenic substrate > +
Paranitroaniline release @ 405 nm
*Prothrombin buffer includes: ¢ Activate
- Purified human prothrombin
- Chromogenic substrate (HSY-083) —p Lead to/next step

Figure 39 : Principes des tests de coagulation et chromogénique faisant intervenir I'écarine (d'aprés Gosselin et al (131))
(A) Test coagulométrique : Ecarin clotting time (ECT)
(B) Test chromogénique : Ecarin chromogen assay (ECA)

5.1.5  Tests impliqués dans la recherche de lupus anticoagulant
La recherche de lupus anticoagulant est réalisée notamment dans le cadre de bilan de thrombophilie
pour dépister un syndrome des antiphospholipides (SAPL) en association a la recherche d’anticorps
anti-phospholipides. Cette recherche peut également étre prescrite dans le cadre d’'une exploration
d’un TCA allongé. L'ISTH recommande la réalisation de deux tests sensibles de dépistage du lupus
anticoagulant évaluant des composants différents de la voie de la coagulation afin de détecter de
maniere large ces ACC (Temps de venin de vipére Russel dilué (également appelé temps de Stypven)
et TCA sensibilisé). Si les tests de dépistages reviennent positifs, ils seront confirmés par des tests de

mélange et de confirmation.
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5.1.5.1 Temps de venin de vipére Russel dilué dRVVT
Il s’agit d’un test de coagulation réalisé pour la recherche d’anticoagulant circulant (ACC) de type
lupique (lupus anticoagulant). Le temps de venin de vipére Russell dilué (dRVVT = diluted Russel Viper
Venom Time) est un test fiable, spécifique et robuste qui fait partie des 2 tests de dépistage a réaliser
pour mettre en évidence un lupus anticoagulant. Pour réaliser le dRVVT, un réactif a base de RVV-X est

utilisé.

51.51.1 RVV-X
RVV-X est une métalloprotéinase (SVMP) issue du venin de la vipére Russel (Daboia russelii). Cette
protéase est un activateur spécifique du facteur X qui clive la liaison peptidique entre Arg194 et 1le195
de la chaine lourde du facteur X comme le font les facteurs IXa et Vlla dans la cascade de la coagulation
physiologique [Figure 40]. Cette coupure enzymatique libére le peptide d’activation du facteur X et
permet d’exposer pleinement le site actif du facteur X. Au final, RVV-X conduit a I'activation de la voie

commune de la coagulation.
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Figure 40 : Schéma du facteur X avec site d'activation par RVV-X (d'aprés G. Tans et al (134))

RVV-X est composé de deux domaines a liaison intersulfure, d'une chaine lourde et de deux chaines
légeres. La chaine lourde de RVV-X contient les domaines de type métalloprotéinase, désintégrine
(sans séquence RGD) et des domaines riches en cystéine [Figure 41]. Cette chaine lourde posséde le
site catalytique de I’'enzyme. Tandis que les chaines légéres contiennent des domaines lectine de type
C (135) qui seraient responsables d’une régulation de I’activation du facteur X Ca** dépendante (134).
Pour son activité protéolytique, cette enzyme nécessite la présence de Ca** et I'accés au domaine Gla
(N-terminal) du facteur X (136). RVV-X est également capable d’activer le facteur IX et la protéine C du

fait de la présence de leur domaine Gla comparable a celui du facteur X (134).
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Grace a cette propriété d’activation du facteur X, le RVV-X a été largement utilisé comme outil afin
d’étudier la cascade de coagulation. RVV-X est également utilisé comme réactif de diagnostic pour le
dosage plasmatique du facteur X et comme agent hémostatique topique. A visée diagnostique, RVV-X
est cependant essentiellement utilisé dans un test dénommé Temps de Stypven (ou Temps de Venin

de Vipeére dilué) pour la recherche de lupus anticoagulants (ACC lupiques).
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Figure 41 : Structure de RVV-X (d'apres S. Takeda et al (137))

LA, LB : chaines légéres du RVV-X entrant en interaction avec le domaine Gla du FX.

M : domaine métalloprotéinase

D : domaine désintégrine

C : domaine riche en cystéine

51512 Principe du test dRVVT

Le réactif RVV-X est utilisé pour activer le facteur X. La réaction a lieu dans un systeme contenant des
guantités limitées de phospholipides dilués de cerveau de lapin. La présence de lupus anticoagulant
prolonge le dRVVT en interférant avec la formation du complexe prothrombinase (138). En effet, ces
anticorps de type lupique sont capables de se lier a la B2-glycoprotéine | ou a la prothrombine,

interférant sur le complexe prothrombinase (prothrombine, facteurs Xa et Va, calcium et

phospholipides) et empéchant la conversion de la prothrombine en thrombine (139).

Si le dRVVT (dépistage) est allongé (ratio patient/témoin habituellement > 1.2), le méme test est alors
réalisé aprés ajout de phospholipides en excés permettant de neutraliser cet ACC. Ce test correspond

au dRVVT de confirmation [Figure 42].
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Figure 42 : Principe des tests de dRVVT de screening et de confirmation (d'apreés L.J. Smith et al (140))

Pour la réalisation de ce test sont nécessaires (141) :

- du plasma pauvre en plaquettes : source de facteurs de coagulation.

- duvenin de vipére de Russell dilué (RVV-X): la sensibilité aux anticorps antiphospholipides est
maximisée lorsqu’il est dilué et donne un temps de coagulation dans le plasma normal compris
entre 30 et 35 secondes

- desphospholipides : servant de surface pour la réaction de coagulation. Leur quantité doit étre
restreinte pour qu’ils soient I'étape limitante de la coagulation et que I'inhibition par un lupus
anticoagulant prolonge la coagulation.

- du calcium.

Le dRVVT évalue sélectivement la conversion de la prothrombine en thrombine par les facteurs Xa en
présence de son cofacteur Va; cela explique une plus haute spécificité du test aux lupus anticoagulant
en comparaison des tests globaux ou les étapes de la coagulation en amont de I'activation du facteur
X sont significatives (142). En effet, |'utilisation de RVV-X rend ce test peu sensible aux éventuelles
anomalies de la coagulation associées (déficits en facteurs de la voie endogene et déficit en facteur

viI).

Toutefois, un traitement anticoagulant concomitant par héparine, warfarine ou inhibiteurs directs de
la thrombine peut donner des résultats faussement positifs. L'héparine interfére via I'laugmentation
de I'activité de I'antithrombine qui conduit a une inhibition des facteurs lla, 1Xa, Xa, Xla, Xlla et de la
kallikréine. Les temps de coagulation sont alors prolongés indépendamment de la présence d’un lupus
anticoagulant. De méme, la |épirudine, le danaparoide et I'argatroban via leur action inhibitrice du Flla
peuvent également prolonger les temps de coagulation (143). Il est donc recommandé de vérifier
I’absence de traitement par de tels médicaments avant la réalisation de ces tests pour s’assurer que
les résultats rendus ne soient pas de faux positifs. Il est également possible d’éliminer certains

anticoagulants (AOD) du plasma via un traitement de I’échantillon de plasma par du charbon activé.
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D’autres protéases ophidiennes ont été proposées pour étre utilisées dans les tests de dépistage des

ACC tels que les temps de textarine et de venin de Taipan.

5.1.5.2 Temps de textarine
La textarine est une protéase du venin du serpent brun oriental australien Pseudonaja textilis dont les
propriétés sont I'activation de la prothrombine en meizothrombine en présence de phospholipides, de
facteur V et d'ions calcium contrairement a |'écarine capable d’activer la prothrombine en |'absence

de tout cofacteur (phospholipides, calcium).

Le temps de textarine et le temps d’écarine ne sont pas impactés de la méme maniere par la présence
de lupus anticoagulant du fait d’une différence de dépendance de ces 2 tests a la présence de
phospholipides. Le temps de textarine est prolongé tandis que le temps d'écarine n'est pas affecté par
la présence de lupus anticoagulants. Un ratio des temps textarine/écarine est établi a partir des
résultats : au-dessus d’un seuil de 1.3, le ratio temps de textarine/temps d’écarine est un marqueur de
positivité du lupus anticoagulant (144). Ce ratio est insensible aux AVK et aux inhibiteurs directs du
facteur Xa. Toutefois, un déficit en facteur V ou la présence d’inhibiteurs de la thrombine peuvent dans

certains cas interférer sur les tests et donner des résultats faussement positifs.

5.1.5.3 Temps de venin de Taipan
De la méme maniére que pour le ratio textarine/écarine, il est possible dans le cadre du dépistage de

lupus anticoagulant, de réaliser un ratio taipan/écarine.

Le venin de vipére Taipan Oxyuranus scutellatus est capable d’activer la prothrombine en présence de
phospholipides et de calcium. Son action est indépendante du facteur V a la différence de la textarine.
Il n’est pas sensible aux déficits en facteurs autres que la prothrombine (145). Plus le rapport temps
taipan/écarine réalisé est élevé, plus la probabilité de la présence d’un lupus anticoagulant est élevée

(146).

Il faut rappeler que les lupus anticoagulants sont tres hétérogenes et ne sont pas détectés par tous les
tests. Ainsi un test négatif ne permet pas d’exclure totalement la présence d’un lupus anticoagulant. Il
est recommandé de réaliser un second test mettant en jeu une autre voie afin de s’assurer de la

négativité du test de dépistage.
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5.1.6  Dosage du facteur X
Le facteur X peut étre dosé grace a un test basé sur le temps de Quick en une étape. Cette méthode
est la plus répandu et repose sur la mesure d’'un temps de coagulation a 37°C d’un plasma pauvre en
plaquette dilué dans un plasma déficient en facteur V et recalcifié en présence de thromboplastine.
Cependant, il existe également des tests de détermination du taux de facteur X utilisant des protéases

de serpents soit par méthode coagulométrique soit par méthode chromogénique.

Pour le test coagulométrique, le plasma est dilué avec un plasma déficient en facteur X puis est incubé
en présence de RVV-X, activateur du facteur X (voir chapitre 5.1.5.1.1 page 101). La coagulation est
initiée par 'ajout de calcium. Le temps de coagulation est alors mesuré et la concentration de FX dans

le plasma a tester peut étre établie grace a une courbe de calibration.

Le test chromogénique utilise un substrat spécifique, qui est clivé par le FXa généré par le RVV-X,

produisant une couleur détectée par spectrophotométrie.

Ces tests permettent de mettre en évidence un déficit en facteur X dans le cadre d’une exploration
d’un TP diminué (carence en vitamine K, traitement par AVK, déficit congénital en facteur X, amylose,

inhibiteurs acquis du facteur X).

5.1.7  Test de génération de thrombine pour caractériser de nouvelles protéases
ophidiennes d’intérét

Les tests d’hémostase classiques utilisés dans les laboratoires ne sont pas capables d'évaluer
globalement toutes les étapes de I'hémostase. lls ne fournissent pas d'informations sur les phases
d'amplification et d’inhibition naturelle de la coagulation. De méme, une des principales limites des
tests de routine comme le TP ou le TCA est qu’ils sont peu sensibles aux états hypercoagulables, étant
pertinents seulement pour la détection de certains états hypocoagulables. Il est pourtant légitime de
vouloir appréhender la coagulation dans sa globalité et notamment |’effet hémostatique d’un venin de
serpent car il est composé d’'une multitude de protéines ayant des effets pro et/ou anti-coagulants

(147).

Le test de génération de thrombine (TGT) est un test global de la coagulation a la fois sensible aux états
d'hyper et d'hypocoagulabilité selon les conditions expérimentales. |l quantifie la thrombine générée
au cours du temps et integre a la fois les mécanismes pro- et anticoagulants. Il est essentiellement
utilisé dans le domaine de la recherche. Certains parameétres ont montré une corrélation avec le risque

hémorragique ou thrombotique dans certaines populations.

Le TGT repose sur une mesure de l'activité protéolytique de la thrombine grace a I'utilisation d’un
substrat chromogénique ou fluorogénique aprés avoir déclenché la coagulation le plus souvent par un

mélange de facteur tissulaire (de I'ordre de 1 a quelques pM), de phospholipides et de calcium. Le
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signal généré par la libération du chromophore ou fluorophore est mesuré en continu pendant environ

1 heure et est proportionnel a la quantité de thrombine dans le plasma.

La méthode du thrombogramme automatisé calibré (CAT) est le systéme le plus répandu basé sur un
substrat fluorogénique de la thrombine. C'est un systéme ouvert, dans lequel différents substances
peuvent étre introduites pour répondre a des questions spécifiques concernant la coagulation. Il peut

s’utiliser sur des plasmas pauvres en plaguettes (PPP) ou riches en plaquettes (PRP).

Tres schématiquement, en calculant la dérivée premiere de la courbe de fluorescence ou
d’absorbance, on obtient la courbe de génération de thrombine. On décrit ainsi un temps de latence
(correspondant au temps d’initiation de la coagulation), une phase ascendante correspondant a
I"amplification et la propagation de la coagulation qui atteint un pic suivie d’une phase de résolution
qui témoigne de I'action de différents inhibiteurs ou anticoagulants présents dans le plasma (PCa, AT
et alpha-2-macroglobuline) (78). L’aire sous la courbe correspondant au potentiel endogéne de

thrombine (ETP) est également un parametre d’intérét [Figure 43].
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Figure 43 : Parameétres mesurés a partir du thrombogramme (d'aprés Duarte et al. (78))

Une hypocoagulabilité ou diminution de la génération de la thrombine sera caractérisée par une
diminution de I'ETP et du pic. Au contraire une hypercoagulabilité, qui correspond a une augmentation
de la production de thrombine, sera caractérisée par une diminution du temps de latence et une

augmentation du pic et de I'ETP.

Bien que cette méthode souffre d’'un manque de standardisation et d’'un co(t assez élevé, elle peut
étre utilisée pour évaluer I'effet pro-coagulant ou anticoagulant de diverses molécules ou traitements.
Le TGT pourrait avoir un réle dans I'étude en laboratoire des venins de serpent pour screener |'effet
de certains venins avec notamment les modifications hémostatiques qu’ils impliquent entrainant des

états d’hypocoagulabilité ou d'hypercoagulabilité.
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Des études ont été conduites comme celle de Duarte (147) sur des serpents brésiliens (Bothrox
jararacussus, B. alternatus, B. moojeni et Crotalus durissus) en utilisant pour la premiére fois des tests
de génération de thrombine afin d’étudier I'effet de différents venins et de mieux appréhender les
altérations hémostatiques causées par le venin de serpents. Duarte et al ont ainsi montré I'effet
procoagulant des différents venins avec un raccourcissement du temps de latence et une
augmentation de I'ETP et un plus grand effet procoagulant des venins de B. jararacusssu et B. moojeni
comparativement a B. alternatus et C. durissus terrificus. lls ont aussi prouvé I'absence d’effet des
venins aux mémes concentrations sur les tests de coagulation de routine TP et TCA et concluent a une
plus grande sensibilité du TGT pour évaluer in vitro I'effet hémostatique des venins. Grace a de telles
études, on peut envisager de découvrir et/ou caractériser de nouvelles protéases ophidiennes

d’intérét.

5.2 Tests sur les plaquettes

Les protéases de venins de serpents peuvent également étre utilisées pour la réalisation de tests

plaquettaires afin notamment d’approfondir la recherche sur I'agrégation plaquettaire.

5.2.1  Mesure de l'activité Willebrand avec la Botrocétine
La botrocétine est une lectine de type C issue du venin de serpents Bothrops sp qui possede des
propriétés d’activation et d’agglutination des plaquettes en association avec le facteur Willebrand. Le
facteur Willebrand est une glycoprotéine essentielle a I'adhésion des plaquettes au collagene sous-
endothélial. La botrocétine provoque une activation des plaquettes via la glycoprotéine Ib (GPlb) par
I'intermédiaire du domaine Al du VWF, ce qui entraine |'agglutination des plaquettes (148). Elle a été
utilisée au méme titre que la ristocétine pour induire une agrégation plaquettaire facteur Willebrand
dépendante et objectiver une diminution d’affinité du VWF pour la GPlb qu’on retrouve dans certains

types de maladie de Willebrand.

La botrocétine fait agréger les plaquettes en présence de multimeres de haut poids moléculaire du
Facteur Willebrand. Ainsi, en présence de botrocétine, la liaison du VWF aux plaquettes est normale
dans le type 2M, alors qu’elle est anormale dans le type 2A (149,150). En comparaison, avec la
ristocétine la liaison est anormale aussi bien dans les types 2M que 2A. La botrocétine et la ristocétine
peuvent donc étre employés conjointement pour distinguer différents types de maladies de

Willebrand.
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52.2  Testd'agrégation plaquettaire avec la convulxine
La convulxine est une protéine de la famille des lectines Cisolée a partir du venin de serpent a sonnette
Crotalus durissus terrificus. Elle agit comme un puissant activateur plaquettaire et participe a
|"agrégation de celles-ci principalement par l'intermédiaire d'un des récepteurs du collagene, la GPVI

(151).

Les tests d’agrégation plaquettaire sont réalisés pour évaluer in vitro les fonctions plaquettaires de
patients chez qui on suspecte une thrombopathie devant des antécédents hémorragiques personnels
ou familiaux. Pour ce test, un panel d’inducteurs plaquettaires est habituellement réalisé en 1°¢
intention (acide arachidonique, ADP, collagene, adrénaline, ristocétine). En I'absence d’agrégation
plaquettaire isolée au collagene, on peut suspecter un déficit plaquettaire rare constitutionnel ou
acquis en GPVI. La convulxine est alors utilisé le plus souvent comme agoniste de seconde intention.
Un défaut d’agrégation plaquettaire a la convulxine confirmera le déficit de la GPVI. En effet, la
convulxine est particulierement efficace pour activer la signalisation GPVI du fait de son affinité pour
cette glycoprotéine (152) ce qui conduit a I'activation plaquettaire avec libération d’ADP et de
thromboxane A2 et mobilisation du calcium intraplaquettaire (153). En cas de déficit en GPVI sur les
plaquettes du patient, on observera sur les test d’agrégation plaquettaire un défaut d’agrégation de

celles-ci en présence de I'agoniste convulxine [Figure 44].

Ces tests permettent d’explorer des déficits en GPVI ou dans la signalisation de ce récepteur
plaquettaire entrainant un défaut d’agrégation des plaquettes via le collagene. Les études conduites
chez la souris suggereraient que chez I'homme, la perte de I'intégrine a231 ou du GPVI est associée a

un risque hémorragique léger (154).
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Figure 44 : Test d'agrégation plaquettaire avec la convulxine (d'aprés E. Gardiner et al (155))

108



Groupe A

(aucun
cofacteur)

Groupe B
(Ca?*)

Groupe C

(Ca*,
Phospholipides)

Groupe D

(Ca*,
Phospholipides
et Va)

Batroxobine
(Reptilase)
(Bothrops

atrox) Thrombine-like

Ancrod serine protéase
(Viprinex)

(Agkistrodon
rhodostoma)

Ecarine

(Echis
carinatus)

Carinactivase 1
(Echis
carinatus)

Oscutarine C ) »
Métalloprotéinase
(Oxyuranus

scutellatus)

Textarine

(Pseudonaja
textilis)

Noscarine

(Notechis
scutatus)
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Clivage du fibrinogéne
avec relargage de
fibrinopeptide A
uniquement

Activation spécifique
de la prothrombine
avec formation de
meizothrombine

Temps de Reptilase

Temps de Reptilase

Ecarin Chromogenic
assay (ECA)

Ecarin Clotting Time
(ECT)

Temps de venin de
Taipan

Temps de Textarine

Temps de Noscarine

Dysfibrinogénémie
Défibrination de
plasma
Dysfibrinogénémie

Défibrination de
plasma

Dosage des
inhibiteurs direct de la
thrombine

Dosage FlI (AVK)

LA screening test

LA screening test

LA screening test



RVV-V

(Daboia
russelii)

RVV-X

(Daboia
russelii)

Protac

(Agkistrodon
contortrix
contortrix)

Botrocétine

(Bothrops sp)

Convulxine

(Crotalus
durissus
terrificus)

Serine protéase
(SVSP)

Métalloprotéinase
(SVMP)

Serine protéase
(SVSP)

Lectine de type C

Lectine de type C

Activateur du facteur V

Activateur du facteur X

Activateur de la
protéine C d’action
rapide

Activateur plaquettaire
via la GPIb par
I'intermédiaire du
domaine Al du VWF

Activateur plaquettaire
via un récepteur du
collagene, la GPVI

Tableau 16 : Résumé des principales protéines de venins de serpents utilisées pour des tests de laboratoire
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Dosage FV
RPCA

Temps de Venin de
Vipére Russel dilué
(dRVVT)

Dosage PC
RPCA

Test d’agrégation
plaquettaire

Test d’agrégation
plaquettaire

Préparation de
plasma déficient en
facteur V

LA screening test

Dosage de FX (test
chronométrique ou
chromogénique)

Déficit en PC

Maladie de
Willebrand

Déficit en GPVI



Partie 2 (expérimentale) : évaluation et quantification de I’activité de
5 protéines de venins de serpents

1. Introduction

La société LATOXAN® a contacté le laboratoire d’hémostase du CHU Grenoble Alpes dans I'objectif
d’évaluer et de quantifier 'activité de 5 protéases de venins de serpents a l'aide de tests
coagulométriques. La batroxobine, le RVV-V, le RVV-X, le Protac® et I’écarine sont les protéases sur
lesquelles nous avons réalisé des tests. Le but était de mesurer I'activité de différentes fractions de
purification de ces protéines a partir de venins de serpents, issues de procédés de séparation et de
purification variés (filtration, chromatographie, techniques électrophorétiques, adsorption ...) et de la

comparer a celle d’'une protéine de référence (commercialisée par Pentapharm?®).

Latoxan® est une microentreprise francaise productrice de venins de serpents, mais également de
scorpions et de batraciens en activité depuis 40 ans qui posséde une bibliotheque de plus de 300
venins différents disponibles dans le monde entier. Son effectif est compris entre 3 et 5 salariés. Le
siege social de la société est situé a Portes-Lés-Valence (Drome, 26). L’entreprise posséde a ce jour 200
spécimens en captivité représentant une vingtaine d’especes de serpents en pension a Marne la Vallée
depuis quelques années. La tracabilité est soignée avec la tenue de registres individuels de toutes les
données relatives a l'origine, I'état de santé, les traitements, I'état d’alimentation et de traite de
I’animal. Le venin de ces serpents est prélevé en moyenne une fois par mois par du personnel formé
conformément aux bonnes pratiques en matiére de bien-étre animal. Ce venin est par la suite
transformé en poudre seche lyophilisée qui est commercialisée. Cette société fournit l'industrie
pharmaceutique, les centres de recherche universitaires et pharmaceutiques ainsi que les distributeurs

mondiaux de réactifs pour les sciences de la vie (156).

L’objectif de cette partie expérimentale a été de mettre en place des tests capables d’évaluer I'activité
de ces 5 protéases ophidiennes pour tester les fractions de séparation/purification transmises par la

société LATOXAN® et de la comparer a la protéine de référence déja commercialisée.
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2. Matériel et méthodes

2.1 Généralités

Au cours de I'année 2022, la société Latoxan® a mis a notre disposition plusieurs lots de flacons
numérotés correspondant a des fractions de purification/séparation de venins de serpent. Il y avait
environ 4 a 12 flacons a tester pour chaque protéine dont l'un était le produit de référence
commercialisé par Pentapharm®. Les autres correspondaient a des techniques de purification de la

protéine d’intérét dont seul Latoxan était avisé.

En se basant sur les données de la littérature et des protocoles de dosages déja existants, nous avons
pu définir les modes opératoires nécessaires a I'évaluation de I'activité de chacune de ces protéases.
Des tests chronométriques ont été priorisés car moins chers par rapport aux tests colorimétriques
lorsque les deux étaient possibles. Chaque temps mesuré |’était en double afin de s’affranchir de toute

erreur de manipulation.

Les tests ont été conduits dans le laboratoire d’hémostase a I'Institut de Biologie et Pathologie du

CHUGA.

2.2 Matériel

L’analyseur utilisé a été le semi automate START-4 (Diagnostica Stago®) [Figure 45]. Il s’agit d’un
systéme de paillasse semi-automatique avec une détection électromécanique des caillots : lorsque le
caillot est formé, le plasma rendu visqueux bloque I'oscillation d’une bille métallique en agitation grace
a un champ magnétique dans une cuvette. Il posséde 16 puits d'incubationa 37 °C+ 0,5 °C et 4 stations
d'incubation chronométrées indépendamment. Cet appareil dispose également d’une pipette multiple
reliée électroniquement ce qui permet un déclenchement immédiat du chronométre lors de I'ajout du
réactif déclencheur. Cet analyseur est adapté pour la réalisation de nos tests de faible a moyen volume.
Il propose des tests programmables et préprogrammés. Les résultats des temps de coagulation
s’affichent sur I'écran et sont également imprimés grace a une imprimante interne. Cet analyseur nous
a permis de réaliser plusieurs tests chronométriques, avec une consommation plus faible de réactifs
gue les automates de routine (car il n’y a pas de volume mort), et une possibilité de paramétrage

nécessaire a I’élaboration des protocoles ainsi qu’a la réalisation des tests.

Pour la réalisation des tests, des pools de plasmas normaux issus de volontaires sains étaient
nécessaires. Les numéros de lot ont été tracés et un méme lot était utilisé au cours de chaque

manipulation.
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Figure 45 : Semi-automate START-4 (Diagnostica Stago®) (157)

2.3 Organisation

Une fois les protocoles définis, quelques tests ont d’abord été réalisés en priorité avec la molécule de
référence (servant de témoin positif) afin de s’assurer de la faisabilité et de I'efficience des protocoles.
Puis, par la suite, les tests ont été conduits sur les autres flacons comprenant les molécules a tester.

Les dilutions nécessaires étaient ajustées au fur a mesure en fonction des résultats trouvés.

2.4 Analyses des données

Concernant I'analyse des données, celles-ci étaient répertoriées dans des tableaux EXCEL puis

analysées a I'aide de graphiques et d’équations (lorsque cela était possible ou indiqué).

3. Tests réalisés avec les 5 protéases

3.1 Batroxobine

3.1.1  Objectifs
L’objectif de la mise en place d’un test coagulométrique pour la batroxobine a été de mesurer a I'aide
d’un temps de reptilase I'activité de plusieurs lots d’échantillons fournis par Latoxan® qui contenaient
de la batroxobine. Chaque lot correspond a une fraction de purification de venin obtenue a partir de

différents procédés de purification et de séparation.

Nous avons également comparé I'activité de ces échantillons a I'activité d’une référence commerciale

(Pentapharm?®).
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Le nombre d’unités (PCU ou Plasma Clotting Unit) contenue dans chacun des échantillons testés a
également été déterminé en se référant a la définition suivante : 2 PCU (Plasma Clot Unit) sont définies
comme la quantité d'enzyme dans 0,1 mL qui fait coaguler 0,3 mL de plasma citraté en 19 £ 0,2 s. Un
temps de coagulation de 19 secondes correspond d’apres la définition a 2 PCU contenues dans 0.1 mL

soit une concentration de batroxobine de 20 PCU/mL.

3.1.2 Protocole

Onze échantillons ont été testés en plus de la référence commerciale.

Chaque échantillon primaire (flacon étiqueté a 5U) qui contient une fraction de purification de venin
est reconstitué par du tampon (150 mM NaCl 20 mM HEPES pH 7.38) pour obtenir une solution mere

a 20 U/mL puis des dilutions en cascade sont effectuées.

Le temps de reptilase est réalisé pour chacune de ces dilutions en suivant le protocole ci-dessous sur
I"automate START-4. Les réactifs étaient pré-incubés 4 min a 37°C. Puis, a 150 plL de plasma normal

étaient ajoutés 50 uL de batroxobine et le temps de coagulation était mesuré.

Les résultats obtenus nous ont permis de réaliser des graphiques représentant le temps de reptilase
en fonction de la concentration théorique en batroxobine dans le volume réactionnel et de déterminer
une équation a partir de la courbe expérimentale [Figure 46]. Cette équation permet ensuite de
déterminer la concentration en batroxobine correspondant au temps de coagulation de 19 secondes

et de déduire le nombre de PCU de chacun des échantillons.

3.1.3  Résultats
Au total, 11 échantillons ont été testés (Bx-1 a Bx-6 puis Bx-A a Bx-F) en plus de la référence

commerciale contenue dans les échantillons Bx-4 et Bx-G.

Pour la molécule de référence (Bx-G), un temps de 19 secondes correspond d’apres I'équation de la
courbe expérimentale [Figure 46] a une concentration de 4.09 U/mL dans le volume final (50 pL Bx-G
+ 150 pL plasma). La concentration en batroxobine est 4 fois plus importante dans les 50 pL de Bx-G
initiaux ce qui correspond a 16.4 U/mL. On précise de nouveau que cette concentration théorique est
basée sur I'étiquetage du flacon. D’apres I'étiquetage du flacon, 16,4 Ul/mL correspondent donc a 20

PCU/mL. Ainsi 1 Ul de la référence Bx-G équivaut a 1,22 PCU.
Aucune activité n’a été détectée avec les flacons Bx-1, Bx-2, Bx-3, Bx-5, Bx-6.

De nouveaux échantillons nous ont été adressés dans un second temps (Bx-A, Bx-B et Bx-C puis Bx-D,
Bx-E, Bx-F) pour lesquels les résultats étaient négatifs escompté le flacon de batroxobine D (Bx-D) pour
lequel on détectait une activité a 39,3 PCU. Un temps de 19 secondes correspond d’aprés I'équation

de la courbe expérimentale de Bx-D a une concentration de 0.127 U/mL dans le volume final [Figure
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46] soit 0,509 U/mL dans les 50 pL de Bx-D. Ainsi, 0,509 Ul/mL correspondent a 20 PCU/mL. Au final, 1
Ul de Bx-D équivaut a 39,29 PCU.
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Figure 46 : Résultats des temps de reptilase réalisés avec la batroxobine de référence Bx-G (en haut) et de Latoxan Bx-D
(en bas).
Les résultats numériques détaillés sont présentés dans un tableau en Annexe 1. La concentration de batroxobine en
abscisse est la concentration dans le volume réactionnel final basé sur I'étiquetage des flacons regus.

Le flacon de Batroxobine D était le seul pour lequel on détectait une activité mis a part les flacons
contenant la protéine de référence de chez Pentapharm®. Il s’agit en fait de venin non purifié

(8mg/mL), montrant que le venin extrait du serpent posséde bien I'activité recherchée. Une hypothese
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pour expliquer I'absence d’activité dans les fractions purifiées est la possible dégradation de la
batroxobine par 'un des traitements chimiques au cours des étapes de purification. De nouveaux

essais de purification sont prévus et vont donner lieu a des tests a venir.

3.2 RVV-V

3.2.1  Objectifs
L’objectif a été de mesurer I'activité RVV-V dans 5 échantillons fournis par Latoxan® contenant des
fractions purifiées de venin grace a un test coagulométrique se basant sur la capacité du RVV-V a

activer le FV.

Nous avons comparé l'activité de ces échantillons a I'activité de la molécule de référence

(Pentapharm?®).

Un autre objectif a été également de déterminer le nombre d’unités de RVV-V contenu dans
I’échantillon en s’appuyant sur la définition suivante : une unité de RVV-V est la quantité de RVV-V

nécessaire pour activer tout le FV contenu dans 1mL de plasma (126).

3.2.2 Protocole

Cing échantillons ont été testés en plus de la référence commerciale.

Chaque échantillon primaire (flacon étiqueté a 5U) qui contient une fraction de purification de venin
est reconstitué par du tampon (150 mM NaCl 20 mM HEPES pH 7.38) pour obtenir une solution a 20

U/mL puis des dilutions en cascade sont effectuées.

Le protocole consistait d’abord en I'activation du FV par RVV-V. Pour cela, 20 L des dilutions de RVV-
V étaient ajoutés a 1 mL de plasma normal et le mélange était incubé 3 minutes a 37°C. Finalement, le

mélange était dilué au 1:100 dans du tampon HEPES NaCl.

Enfin, le temps de coagulation était mesuré sur I'analyseur START-4. Pour cela, 50 pL de plasma
déficient en FV initialement préchauffé a 37°C étaient mélangés a 50 uL du RVV-V dilué dans le tampon

et a 100 pL de thromboplastine calcique.
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Protocole :

1) ETAPE 1 :Préparer le RVV-V

2) ETAPE 2 : Activation du Facteur V par RVV-V

10 pL de dilution de RVV-V

- Ajouter 500 pL de plasma normal

- Incubation du mélange 3 minutes a 37°C

- Puis Dilution au 1:100 du mélange dans du tampon HEPES NaCl (10uL + 990uL Tampon)

3) ETAPE 3 : Mesure d’un temps de coagulation (sur START-4)

- 50 pL plasma déficient en FV (STAGO®) (pré-chauffé a 37°C)

- Ajouter 50 pL du mélange plasma + RVV-V (dilué dans tampon a I'étape 2) (préchauffé a
37°C)

- Incuber 120 seca 37°C

- Ajouter 100 pL de Thromboplastine calcique (STA-Neoptimal STAGO) (préchauffé a 37°C)

=>» Mesure du temps de coagulation a 37°C

L’activation du FV est compléte quand I'augmentation de la concentration en RVV-V ne conduit plus a

un raccourcissement du temps de coagulation.

Ainsi, a partir des graphiques représentant le temps de coagulation en fonction de la concentration
théorique en RVV-V, on peut déterminer la plus faible concentration en RVV-V pour laquelle on atteint
un plateau. Ce plateau correspondant au temps de coagulation le plus court est obtenu lorsque le RVV-
V a activé tout le FV. Cette concentration permet ensuite de déterminer I'unité de RVV-V de chaque

échantillon testé.

3.2.3  Résultats
Initialement, 3 échantillons nous ont été adressés et ont été testés (RVV-V 1,3 et 4) en plus de RVV-V
2 correspondant a la référence commerciale. RVV-V 1 et RVV-V 4 n’ont montré aucune activité sur la

coagulation. RVV-V 3 possede une tres faible activité coagulométrique.

Les nouveaux flacons regus dans un second temps (RVV-V A, RVV-V B et RVV-V C) ont montré de

meilleurs résultats en termes d’activités.

La référence commerciale correspondait au flacon RVV-V C. Avec cette référence, on atteint bien un
plateau vers 1 Ul/mL (ce qui était attendu d’aprés la définition) puisque I'activité a été estimée a 0,98
U. Pour RVV-V B, l'activité correspondait a 0,38 U soit environ 40% de I'activité de la protéine de
référence. RVV-V A, quant a lui, était beaucoup moins active (environ 1/20° de I'activité de la protéine

de référence).
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Figure 47 : Résultats du test réalisé sur échantillon RVV-V A, B et C.
Les résultats numériques détaillés sont présentés dans un tableau en Annexe 2. La concentration de RVV-V en abscisse est
la concentration dans le volume réactionnel final basé sur I’étiquetage des flacons regus.

Pour RVV-A, il n’est pas réellement possible de déterminer un titre en tragant la courbe [Figure 48], le
plateau correspondant a I'activation compléete du FV n’est pas atteint. On peut toutefois réaliser une
estimation en reportant les temps obtenus sur la courbe de référence de RVV-C pour comparer les
activités des 2 échantillons. Ainsi, 1 Ul/mL de RVV-V A (d’aprés I'étiquetage des flacons) donne un
temps de 42.7 sec qui est proche du temps de 43.7 sec obtenu avec 0.062 Ul/mL de la référence RVV-

C. RVV-A est donc environ 20 fois moins actif que la référence RVV-C.

Pour RVV-V B, on atteint bien un plateau au niveau du temps de coagulation vers 2 Ul/mL [Figure 47].
En reportant sur la courbe de référence (RVV-V C) le temps de 29.1 secondes obtenu avec 1 Ul/mL de
RVV-V B, on obtient environ 0.375 Ul/mL de la référence RVV-V C (27.2 sec a 0.5 Ul/mL et 30.9 sec a

0.25 Ul/mL). RVV-V B est donc environ 60% moins actif que la référence.
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3.3 RVVX

3.3.1  Objectifs
Les objectifs du test étaient la mesure de I'activité de RVV-X contenu dans 4 échantillons fournis par
Latoxan® grace a un test chronométrique basé sur un TCA puis de comparer cette activité a celle de la

référence commerciale (Pentapharm?®).

Pour le RVV-X, on trouve dans la littérature une définition de I'unité d’activité : d’aprés Stocker (158),
une unité correspond a la quantité de FX qui géneére une unité d’enzyme FXa depuis FX mesurée grace
au substrat chromogene CH30CO-D-Nle-Gly-I-Arg-pNA. Il s’agit d’'un test chromogénique dont le
substrat n’est plus disponible. Nous avons décidé de ne pas réaliser ce test chromogénique et de
réaliser un test chronométrique plus simple a mettre en place et moins cher, basé sur la réalisation
d’un TCA modifié. La réalisation d’un tel test s’est inspiré d’un protocole de mesure chronométrique

du taux de facteur X utilisant le RVV-X (159).

3.3.2 Protocole

Quatre échantillons ont été testés en plus de la référence de chez Pentapharm® (RVV-X 1 a 5).

Chaque échantillon primaire (flacon étiqueté a 5U) qui contient une fraction de purification de venin
est reconstitué par du tampon (150 mM NaCl 20 mM HEPES pH 7.38) pour obtenir une solution a 20

U/mL puis des dilutions en cascade sont effectuées.

Pour réaliser le test chronométrique, un mélange composé de 100 pL RVV-X, 20 uL CaCl2 25 mM pH
7.38 et 25 L Céphaline PTTA était réalisé et incubé 2 minutes a 37°C. Puis 25 pL de plasma normal

étaient ajoutés et le temps de coagulation était mesuré sur I'automate START-4.

Protocole (mesure chronométrique du facteur X en utilisant le RVV-X sur START-4) :

- 100 pL RVV-X

- 25uLCaCl2 25 mM

- 25 ul Cephaline PTTA

=>» Incubation 2 minutes a 37°C

- 25 L plasma normal

=>» Mesure du temps de coagulation a 37°C

3.3.3  Résultats
L'activation du FX est compléte quand I'augmentation de la concentration en RVV-X ne conduit plus a

un raccourcissement du temps de coagulation.
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Ainsi, a partir des graphiques représentant le temps de coagulation en fonction de la concentration
théorique en RVV-X, on peut déterminer la plus faible concentration en RVV-X pour laquelle on atteint
un plateau. Ce plateau correspondant au temps de coagulation le plus court est obtenu lorsque le RVV-
X a activé tout le FX. Pour un meilleur apergu du plateau, les résultats ont été présentés selon un

graphique logarithmique.

Parmi les 4 échantillons provenant de Latoxan®, seul I'un d’entre eux (RVV-X 4) avait une activité
comparable a la référence d’apres nos tests [Figure 48 et Annexe 3]. Les autres échantillons (RVV-X 1,
2 et 5) n"ont montré qu’une faible voire trés faible activité : RVV-X 5 avait une activité environ 10 fois
inférieure a la référence, RVV-X 2 était 300 fois moins actif que la référence et pour RVV-X 1 I'activité

est 4000 moins efficace que la référence.

Finalement, le RVV-X 4 a une trés bonne activité similaire a la référence RVV-X 3.

COMPARAISON DE L'ACTIVITE DE RVV-X
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Figure 48 : Résultats des tests chronométriques réalisés avec RVV-X 4 et RVV-X 3 (référence).
Les résultats numériques détaillés sont présentés dans un tableau en Annexe 3. La concentration en abscisse est la
concentration dans le volume réactionnel final basé sur I'étiquetage des flacons regus.
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3.4 Protac

3.4.1  Objectifs
L’objectif a été la mesure de I'activité de 6 échantillons de différentes fractions de purification fournies
par Latoxan® a I'aide d’un test chronométrique de type TCA. Ensuite, 'activité de chaque échantillon

a pu étre comparée a l'activité de la protéine de référence.

3.4.2 Protocole

Six échantillons ont été testés en plus de la molécule Protac® commerciale.

Pour ce test, le contrdle positif correspondant a du Protac® (référence commerciale) est reconstitué

avec 0.5mL de tampon HEPES afin d’obtenir une concentration a 6 Ul/mL.

Les différents échantillons Pr-1 a 6 contenant 5U « théoriques » de Protac sont reconstitués avec 250
uL de tampon pour obtenir une concentration a 20 Ul/mL puis des dilutions en cascade a partir de

I’échantillon primaire sont réalisées et testées.

L'activité anticoagulante du Protac® a été testée grace a un test type TCA réalisé sur I'automate START-
4 selon le protocole suivant. Un mélange de 50 uL de plasma humain citraté, 50 uL Protac et 50 pL de
céphaline activée ACTIN FS est réalisé et incubé 4 min a 37°C. Puis 50 pL CaCl2 25 mM sont ajoutés au

mélange pour déclencher la coagulation et mesurer un temps de coagulation.

Protocole :

1) Reconstitution du Protac « commercial » :

- 250 pL de tampon (concentration a 12 Ul/mL)

2) Reconstitution des différents échantillons (PR-1 a 6)

- 250 pL de tampon (concentration théorique a 20 Ul/mL)

3) Détermination du temps de coagulation
- 50 ul de plasma humain citraté

- 50 uL PROTAC

- 50 uL d’ACTIN FS

=>» Incubation du mélange 4 min a 37°C

- 50 ulCaCl2 25 mM
=>» Mesure d’un temps de coagulation a 37°C
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3.4.3 Résultats

COMPARAISON DE L'ACTIVITE DES
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Figure 49 : Résultats des tests chronométriques avec les échantillons de Protac (Pr-3 et Pr-4 et Pr-6) et la référence
commerciale
Les résultats numériques détaillés sont présentés dans un tableau en Annexe 4. La concentration en abscisse est la
concentration dans le volume réactionnel final basé sur I'étiquetage des flacons regus.

Pour les échantillons Pr-1, Pr-2 et Pr-5, nous avons constaté une coagulation du plasma durant la
période d’incubation (avant la recalcification) ce qui fait suspecter la présence d'un probable
contaminant. Aucune activité anti-coagulante n’a été détectée. Concernant les échantillons Pr-3 et Pr-

4, on retrouvait une activité anticoagulante mais celle-ci était nettement inférieure a la référence.

L’échantillon Pr-6 retrouve une activité anticoagulante au moins équivalente a celle de la référence
avec des temps de coagulation plus longs [Figure 49], il s’agit en fait du venin pur (lyophilisé et
reconstitué) utilisé en tant que controle ce qui explique probablement I'aspect différent de la courbe

par rapport a la référence car le venin primaire contient d’autres protéases.

Les tests vont étre reconduits avec une durée de 1 min d’incubation au lieu de 4 min ce qui permettra
de définir une unité selon la définition : une unité de Protac® est la quantité de Protac® nécessaire

pour activer toute la PC contenue dans 1mL de plasma humain citraté en 1 minute a 37°c.
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3.5 Ecarine

3.5.1  Objectifs
Les objectifs des tests réalisés avec I’écarine ont été d’évaluer I'activité des 5 échantillons fournis par
Latoxan® en réalisant un temps d’écarine. Ces résultats ont ensuite été comparés a I'activité de la

référence commerciale.

3.5.2 Protocole

Cing échantillons ont été testés en plus de la molécule de référence (Ec-1 a Ec-6).

Chaque échantillon primaire (flacon étiqueté a 5U) qui contient une fraction de purification de venin
est reconstitué par du tampon (150 mM NaCl 20 mM HEPES pH 7.38) pour obtenir une solution a 20

U/mL puis des dilutions en cascade sont effectuées.

Nous avons réalisé un temps d’écarine sur le semi-automate START-4 selon le protocole suivant

permettant de comparer les activités des échantillons a la référence.

Protocole (selon Pdtzch et al. Thrombosis Research 1997. Vol 86 No5, 373-383.) :

- 100 pL de plasma humain citraté (préchauffé a 37 °C)
- Incubation 120 seca 37°C

- 50 pL Ecarine (préchauffé a 37 °C)

=>» Détermination temps de coagulation

3.5.3  Résultats
Les lots Ec-1 (référence), Ec-2, Ec-3, Ec-5 et Ec-6 ont une activité. Parmi eux, Ec-6 et Ec-3 ont une activité
similaire a la référence [Figure 50]. Pour comparer plus précisément les activités, on peut se placer a5
U/mL d’écarine (dans le volume total réactionnel). L’activité d’Ec-6 (19.9 sec a 5 U/mL) est alors
supérieure a celle d’Ec-1 qui correspond a la référence (24.4 seca 5 U/mL) et d’Ec-3 (25.5seca 5 U/mL).
L’activité d’Ec-5 (147.4 sec a 5 U/mL) et d’Ec-2 (145.6 sec a 10 Ul/mL) restent largement inférieures a

la référence.
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COMPARAISON DE L'ACTIVITE DES
ECHANTILLONS D'ECARINE
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Figure 50 : Résultats des tests chronométriques réalisés avec les échantillons d’Ecarine (Ecarine-2 a -6) et la référence
commerciale (Ecarine-1)
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4. Discussion de la partie expérimentale

Nous avons mis en place des tests coagulométriques permettant d’évaluer 'activité de 5 protéases
(batroxobine, RVV-V, RVV-X, Protac®, et écarine). Nos protocoles ont été validés grace a I'utilisation de

protéines commerciales de référence.

En conclusion de cette partie expérimentale, nos résultats montrent une activité de certaines fractions
de purification testées comparable a la référence commerciale pour certaines protéases (RVV-V, RVV-

X et écarine) tandis que d’autres sont sans activité.

Pour RVV-V, RVV-X et écarine, nous avons retrouvé des activités proches voire équivalentes a la
molécule de référence pour certains produits de fractionnement confirmant I'efficacité des techniques
de séparation et de purification développées par Latoxan®. Il s’agit du lot RVV-V B, pour lequel I'activité
correspondait a environ 40% de I'activité de la protéine de référence, du lot RVV-X 4 possédant une
activité comparable a la référence d’aprés nos tests et du lot d’Ec-6 dont I'activité est supérieure a
celle de la référence. Nos résultats valident les stratégies de fractionnement et de purification
adoptées par Latoxan® pour les 3 protéases RVV-V, RVV-X et Ecarine. De plus, pour RVV-V et RVV-X,
de nouveaux tests sur 3 lots différents de serpents sont prévus afin de comparer I'activité de ces
molécules chez des espéces provenant de localisations géographiques distinctes. Cela permettra par
la suite a la société Latoxan® de déterminer si une espéece spécifique de serpent doit étre retenue pour

le procédé de purification de ces 2 protéases.

Pour les 2 autres toxines ophidiennes testées (batroxobine et Protac®), les échantillons testés n’ont
pas permis de mettre en évidence d’activité satisfaisante dans les différents produits de
fractionnement et de purification en comparaison a la référence. Cependant, pour la batroxobine, le
venin de serpent pur a montré un effet tres significatif sur nos tests coagulométriques, le disculpant.
Un probléme de contamination par un sel lors d’'une étape d’"HPLC est suspecté comme responsable
d’une interférence sur l'activité procoagulante de la protéase. Le protocole de séparation et de
purification devrait donc étre revu et de nouveaux échantillons a tester devraient nous étre fournis
par la suite. Pour le Protac®, de la méme maniere que pour la batroxobine, le venin de serpent pur non
purifié a été testé et a retrouvé également une bonne activité. Une autre méthode de fractionnement

devra étre envisagée.

Les tests coagulométriques que nous avons mis en place ont permis de mesurer I'activité de différentes
protéases ophidiennes et de valider ou non les stratégies de fractionnement et de purification
adoptées par la société Latoxan®. D’autres lots correspondants a des produits issus d’autres stratégies

de purifications nous seront prochainement adressés afin de poursuivre les tests.
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THESE SOUTENUE PAR ; Gabrielle LE GUYADEC

TITRE :

VENINS DE SERPENT ET HEMOSTASE : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE ET MESURE DE L'ACTIVITE DE PROTEASES
OPHIDIENNES

CONCLUSION :

Bien que les serpents soient des espéces appréhendées aujourd’hui, les anciennes civilisations respectaient a juste
titre leur pouvoir guérisseur. On ne peut éter aux serpents leur capacité a produire au sein de leur venin, des enzymes
et protéines au large panel d’action disposant d’un intérét médical, pharmaceutique et/ou biologique. L'étude
approfondie de ces toxines a permis de mieux appréhender la physiopathologie des envenimations ophidiennes mais
également de comprendre certaines voies de signalisation biologiques. Ces protéines enzymatigues et non
enzymatiques ont des propriétés leur conférant une activité pharmacologique potentielle. La découverte des effets
des toxines ophidiennes sur la coagulation dés le XVllle siécle a motivé la recherche dans ce domaine. 'utilisation des
propriétés des venins a bien évolué depuis cette époque en lien avec les avancées technologiques et scientifiques du
dernier siecle. Le toxinomimétisme a été une référence dans le développement des médicaments issus de la structure
de protéines de venins ophidiens. A ce jour, on en compte une dizaine modélisés et congus a partir de toxines
ophidiennes. D’autres molécules prometteuses anti-cancéreuses et antalgiques sont en cours de développement.
Certaines toxines ophidiennes, de par leurs effets sur la coagulation, ont également permis de développer des tests de
biologie médicale en hémostase. Certains de ces tests sont largement utilisés en routine comme le temps de Stypven
avec RVV-X pour le dépistage du lupus anticoagulant ou le dosage de protéine C a base de Protac® dans les
explorations de thrombophilie. Au cours de ce travail, nous nous sommes attachés a rapporter les données récentes
relatives  la physiopathologie des envenimations, aux innovations médicales et aux tests diagnostiques en hémostase
en rapport avec des protéines ophidiennes. Nous avons également mis en place des tests de la coagulation quiont
permis de caractériser I'activité de cinq toxines purifiées de venins de serpents fournies par la société Latoxan®
(batroxobine, écarine, Protac®, RVV-V et RVV-X). L'objectif a été de comparer I'activité des produits de fractionnement
et de purification aux références commerciales afin de valider les stratégies de purification.
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ANNEXES

Concentration Concentration
. i Temps (sec)
. I solution dans mélange
Echantillons Dilution R ..
batroxobine réactionnel 1 2 Movenne
(UI/mL) (UI/mL) 4
Bx-D Pur 20 5 - -
Bx-D 1/2 10 2,5 - -
Bx-D 1/4 5 1,25 - -
Bx-D 1/8 2,5 0,625 6,5 5,9 6,2
Bx-D 1/16 1,25 0,312 - -
Bx-D 1/32 0,625 0,156 15,9 16,2 16,05
Bx-D 1/64 0,312 0,0781 27,1 26,4 26,75
Bx-D 1/128 0,156 0,0390 44,1 43,5 43,8
Bx-D 1/256 0,0781 0,0195 73,3 71,2 72,25
Bx-D 1/512 0,0390 0,00976 126,4 124,6 125,5
Bx-D 1/1024 0,0195 0,00488 238 237,2 237,6
Bx-G Pur 20 5 16 16,3 16,15
Bx-G 1/2 10 2,5 29,6 29 29,3
Bx-G 1/4 5 1,25 51,5 49,8 50,65
Bx-G 1/8 2,5 0,625 91,5 88,2 89,85
Bx-G 1/16 1,25 0,312 173,3 169 171,15

Annexe 1 : Résultats des tests Batroxobine (comparant la batroxobine de référence (Bx-G) a Bx-D)
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[RVV-V]
Volume dans le RVV-V-C (Référence) RVV-V-A RVV-V-B
RVV-V | mélange
(L) initial T1 T2 M T1 T2 M T1 T2 M

(U/mL) | (sec) | (sec) oyenne (sec) | (sec) oyenne (sec) | (sec) oyenne
10uLa
200 U/mL 4 23,7 | 23,5 23,6 34,1 344 34,3 23,4 | 23,7 23,6
10uLa
100 U/mL 2 23,3 | 23,1 23,2 39,6 | 39,4 39,5 24,7 | 24,7 24,7
10 uL 3
50 U/mL 1 23,4 | 23,6 23,5 42,5 | 42,9 42,7 28,8 | 29,3 29,1
10 uL 3
25 U/mL 0,5 27,21 271 27,2 46 | 457 | 459 316|317 317
10uLa
12.5 0,25 30,5 | 31,3 30,9 - - - -
U/mL
10 uL a
6.25 0,125 38,2 | 38 38,1 - - - -
U/mL
10 uL a
3.12
u/mL 0,0625 | 43,7 | 43,7 43,7 - - - -
(Tampon)
10 uL 30
U/mL 0 54,7 549 548 | 547 549 548 | 547|549 5438
(Tampon)

Annexe 2 : Résultats des tests RVV-V (comparant la référence (RVV-V C) a 2 autres échantillons (RVV- A et B))
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Concentration

Temps mesuré (sec)

Echantillons | Dilution (5\II/\rI\-1)I(.)
T1 T2 Moyenne
Tampon 1/1 0 112,8 110,7 111,75
Tampon 1/1 0 110,2 112,2 111,2
4 1/2 10 10,9 10,7 10,8
4 1/4 5 10,9 10,7 10,8
4 1/8 2,5 10,5 10,8 10,65
4 1/16 1,25 12,1 10,9 11,5
4 1/32 0,625 11,2 11,2 11,2
4 1/64 0,312 12,4 12,4 12,4
4 1/128 0,156 13 13,5 13,25
4 1/256 0,0781 15,1 15,1 15,1
4 1/512 0,0390 17,2 17,4 17,3
4 1/1024 0,0195 20,4 20,4 20,4
4 1/2048 0,00976 23,6 23,6 23,6
4 1/4096 0,00488 27,7 28 27,85
4 1/8192 0,00244 35,1 35,2 35,15
4 1/16384 0,00122 43,1 43,9 43,5
Tampon 1/1 0 112,8 110,7 111,75
Tampon 1/1 0 110,2 112,2 111,2
3 1/2 10 11,2 14,6 11,2
3 1/4 5 11,4 11,5 11,45
3 1/8 2,5 11,7 11,7 11,7
3 1/16 1,25 10,5 11,5 11
3 1/32 0,625 12 12 12
3 1/64 0,312 12,6 12,6 12,6
3 1/128 0,156 14 14 14
3 1/256 0,0781 15,2 15,1 15,15
3 1/512 0,0390 17,6 17,8 17,7
3 1/1024 0,0195 20,2 20,3 20,25
3 1/2048 0,00976 23 22,9 22,95
3 1/4096 0,00488 27 26,7 26,85
3 1/8192 0,00244 34,8 34,4 34,6
3 1/16384 0,00122 41,6 41,9 41,75
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Annexe 3 : Résultats des tests RVV-X (comparant la référence (RVV-X 3) a RVV-X 4)




Echantillons Dilution ML Temps (sec)
PROTAC (Ul/mL) T1 T2 | Moyenne

Tampon Pur 0 34,1 | 34,3 34,2
Tampon Pur 0 31,8 | 31,6 31,7
Référence Pur 6 >240 | 214,1 214,1
Référence 1/2 3 >240 | >240 240
Référence 1/4 1,5 >240 | >240 240
Référence 1/16 0,375 192 | 213,9 | 202,95
Référence 1/64 0,0937 84,4 81 82,7
Référence 1/256 0,0234 44,9 | 43,8 44,35
Référence 1/1024 0,00585 30,7 | 30,2 30,45
Pr-3 Pur 20 224,1 | 233,5 228,8
Pr-3 1/4 5 >240 | >240 240
Pr-3 1/16 1,25 143,2 | 145,4 144,3
Pr-3 1/64 0,312 59,2 61,1 60,15
Pr-4 Pur 20 147,5 | 150,9 | 149,2
Pr-4 1/4 5 151,5 | 159,2 155,35
Pr-4 1/16 1,25 69 66,1 67,55
Pr-4 1/64 0,312 39,3 39,7 39,5
Pr-6 Pur 20 >240 | >240 240
Pr-6 1/4 5 206,4 | 197,4 201,9
Pr-6 1/16 1,25 >240 | >240 240
Pr-6 1/64 0,312 147,6 | 145,1 146,35
Pr-6 1/256 0,0781 178,6 | 150 164,3
Pr-6 1/1024 0,0195 93,9 93,5 93,7

Annexe 4 : Résultats des tests Protac (comparant le Protac® commercial a Pr-3, Pr-4 et Pr-6)
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D'honorer ceux qui m'ont instruit(e) dans les préceptes de mon
art et de leur témoigner ma reconnaissance en restant fidele a leur
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malade et sa dignité humaine.

Que les hommes m'accordent leur estime si je suis fidéle a mes
promesses.
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Mme Gabrielle LE GUYADEC

VENINS DE SERPENT ET HEMOSTASE : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE ET MESURE
DE L’ACTIVITE DE PROTEASES OPHIDIENNES

RESUME :

Bien que les serpents soient des especes appréhendées aujourd’hui, les anciennes civilisations
respectaient a juste titre leur pouvoir guérisseur. On ne peut 6ter aux serpents leur capacité a produire
au sein de leur venin, des enzymes et protéines au large panel d’action disposant d’un intérét médical,
pharmaceutique et/ou biologique. L’étude approfondie de ces toxines a permis de mieux appréhender
la physiopathologie des envenimations ophidiennes mais également de comprendre certaines voies
de signalisation biologiques. Ces protéines enzymatiques et non enzymatiques ont des propriétés leur
conférant une activité pharmacologique potentielle. La découverte des effets des toxines ophidiennes
sur la coagulation dés le XVllle siecle a motivé la recherche dans ce domaine. L'utilisation des
propriétés des venins a bien évolué depuis cette époque en lien avec les avancées technologiques et
scientifiques du dernier siécle. Le toxinomimétisme a été une référence dans le développement des
médicaments issus de la structure de protéines de venins ophidiens. A ce jour, on en compte une
dizaine modélisés et concus a partir de toxines ophidiennes. D’autres molécules prometteuses anti-
cancéreuses et antalgiques sont en cours de développement. Certaines toxines ophidiennes, de par
leurs effets sur la coagulation, ont également permis de développer des tests de biologie médicale en
hémostase. Certains de ces tests sont largement utilisés en routine comme le temps de Stypven avec
RVV-X pour le dépistage du lupus anticoagulant ou le dosage de protéine C a base de Protac® dans les
explorations de thrombophilie. Au cours de ce travail, nous nous sommes attachés a rapporter les
données récentes relatives a la physiopathologie des envenimations, aux innovations médicales et aux
tests diagnostiques en hémostase en rapport avec des protéines ophidiennes. Nous avons également
mis en place des tests de la coagulation qui ont permis de caractériser I'activité de cingq toxines
purifiées de venins de serpents fournies par la société Latoxan® (batroxobine, écarine, Protac®, RVV-V
et RVV-X). L'objectif a été de comparer |’activité des produits de fractionnement et de purification aux

références commerciales afin de valider les stratégies de purification.

MOTS CLES : protéines ophidiennes, hémostase, tests de la coagulation, serpents, venins

SPECIALITE : Biologie médicale
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