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H ~ p a r i n e  e t  f i b r i n o l y s e  x 

Les r a p p o r t s  de la l i t 6 ra tu re  c o n c e r n a n t  l ' in f luence  de  
l ' h6par ine  sur  la  f ib r ino lyse  son t  con t rad ic to i re s .  T a n d i s  
q u ' u n  n o m b r e  de che rcheu r s  c ro i t  que  l ' h 6 p a r i n e  acc6lgre 
la f ib r ino tyse  ~-~, d ' a u t r e s  a u t e u r s  o n t  d~cr i t  une  ac t ion  
inh ib i t r i ce  de  l ' h d p a r i n e  su r  la  I ib r ino lys ine  h u m a i n e  
act iv6e p a r  la  s t r e p t o k i n a s e  6,7, ou su r  Fac t ion  f ibr ino-  
ly t ique  d ' eug lobu l ine s  can ines  8. VON KAOI.LA a publ i6  des 
r~sul ta t s  d 6 m o n t r a n t  que  l ' h 6 p a r i n e  en  h a u t e  concen-  
t r a t i o n  r e t a r d e  la  f ib r ino lyse  d ' u n  f i lm de p l a s m a  h u m a i n  
coagutd ou de  I ib r ine  b o v i n e  p a r  l ' u rok inase ,  e t  que  l ' h6pa-  
r ine en  Ia ib te  c o n c e n t r a t i o n  a u g m e n t e  o c c a s i o n n e l l e m e n t  
l ' ac t iv i t6  f i b r i no ly t i que  de  t ' u rok inase% 

Le p rob l~me  de Fac t ion  de l ' h 6 p a r i n e  sur  la d i s so lu t ion  
d ' u n  ca i l lo t  n ' e s t  pas  s e u l e m e n t  d ' u n  in td r~ t  a c a d ~ m i q u e  
mais  p e u t  avo i r  de s6rieuses r6percuss ions  sur  le t r a i t e -  
m e n t  de  la  m a l a d i e  t h r o m b o - e m b o l i q u e  p a r  ce t  an t i -  
coagu lan t .  E n  effet ,  si l ' h ~ p a r i n e  poss~da i t  les qua l i t6s  
f ib r ino iy t iques  que  c e r t a i n s  c h e r c h e u r s  F o n t  a t t r ibu6es ,  
la p rdsen te  t e n d a n c e  A t r o u v e r  u n  a g e n t  t h r o m b o l y t i q u e  
d e v i e n d r a i t  l a r g e m e n t  superf lue .  

Nous  a v o n s  repr is  l ' 6 tude  de l ' i n f luence  de l ' h 6 p a r i n c  
su r  la  f ibr inolyse .  D e u x  t e c h n i q u e s  o n t  6t6 employ6es :  
(1) E t u d e  de la  lyse d ' u n  ca i l lo t  de p l a s m a  h u m a i n .  Dix-  
neuf  vo Iumes  de p l a s m a  c i t r a td  frais,  p a u v r e  en  p l a q u e t t e s  
sanguines ,  son t  mdlang6s  avec  u n  v o l u m e  de  f ibr inog~ne  
b o v i n  m a r q u 6  au iode  rad ioac t i f  131, selon la m 6 t h o d e  de 
CLEMENT et  McNIcoL ~°. Des cai l lots  s t a n d a r d s  s o n t  ob-  
t enus  p a r  l ' a d d i t i o n  de  0,1 m l  de so lu t ion  de t h r o m b i n e  
(Bovine  T h r o m b i n  Topical ,  P a r k e  Dav i s  & Cie., De t ro i t ,  
U.S.A.) ,  50 u n i t f s  N . I .H . ,  d i s sou te  darts  du  ch lo ru re  
caleique,  0,1 M,  ~ 0,4 ml  du  m61ange plasma-f ibr inog&ne.  
La  d i m i n u t i o n  de la r a d i o a c t i v i t 6  d ' u n  cai l lot ,  apr~s in-  
c u b a t i o n  a v e c l a  so lu t ion  f i b r i no ly t i que  6tudi6e,  es t  ex-  
pr imde en  p o u r c e n t a g e  de la r ad ioac t i v i t 6  in i t ia le  e t  con-  
s t i t u e  la  m e s u r e  de la  lyse ob t enue .  L ' e r r e u r  e x p 6 r i m e n t a l e  
de c e t t e  m 6 t h o d e  es t  mo ins  qne  =k 2 %  de  ta  r ad ioac t i v i t 6  
ini t iale.  (2) L a  m d t h o d e  de  p l aques  de f ibr ine  d6cr i te  p a r  
ASTRUP e t  MOLLERTZ n .  On  d6pose sur  la surface  du  f i lm 
de f ib r ine  b o v i n e  0,03 m l  de la so lu t ion  inves t ig6e  e t  la 
zone de lyse, p r~sen te  apr~s  20 h d ' i n c u b a t i o n  ~ 37°C, es t  
mesnr6e  e n  m m  ~ (p rodu i t  de  d e u x  d i a m ~ t r e s  pe r pend i cu -  
laires).  

Success ivemen t ,  nous  a v o n s  inves t ig6  l ' i n f luence  de 
d i f f6rentes  q u a n t i t 6 s  d ' h 6 p a r i n e  sur  la f ib r ino lyse  spon-  
t an6e  d ' u n  cai l lo t  p l a s m a t i que ,  e t  su r  la  lyse de f ibr ine  
b o v i n e  ou de cai l lo ts  p l a s m a t i q u e s  p a r  la s t r e p t o k i n a s e  
(Behr ingwerke ,  M a r b u r g / L a h n ,  Al lemagne) ,  l ' u r ok i na se  
(Leo P h a r m a c e u t i c a l s ,  Ba l l e rup ,  D a n e m a r k ) ,  la  p l a s m i n e  
b o v i n e  ac t iv6e  p a r  le ch lo ro fo rme  ( P a r k e  D a v i s  & Cie., 
De t ro i t ,  U.S.A.)  e t  p a r  une  p ro t6ase  isol6e de cu l tu re s  
l iquides  d 'Asperg i l lus  Oryzae  (Aspergi l l in  O, C o n n a u g h t  
Labora to r i e s ,  To ron to ,  Canada) .  D e u x  m a r q u e s  d ' h d p a -  
r ine c o m m e r c i a l e  o u t  6t6 employ6es :  h6paxine  sod ique  
r e s p e c t i v e m e n t  de  la  f i rme  Leder l e  (Pear l  R ive r ,  N . Y . ,  
U.S.A.)  e t  de  la f i rme  U p j o h n  (Ka lamazoo ,  U.S.A.) .  Les  
r6su l t a t s  o b t e n u s  avee  les d e u x  p r d p a r a t i o n s  ~ t a i e n t  iden-  
t iques.  U n e  un i td  d ' h 6 p a r i n e  es t  consid6.r6e d q u i v a l e n t e  
10 ~zg d ' h6pa r ine .  L ' h ~ p a r i n e  e t  les e n z y m e s  inves t ig~es  o n t  
6t6 d i ssout6s  darts de  la so lu t ion  t a m p o n  selon OWR~N t*. 
Les eug tobu l ines  6 t a i e n t  isol6es ~ p a r t i r  de  p l a s m a  h u m a i n  
frais, c i t ra t6 ,  se lon la  m 6 t h o d e  d6cr i te  p a r  M~LSTONE ~a e t  
red issoutes  d a n s  de  la so lu t ion  t a m p o n .  

I. In/luen~e de l'hdparine sur la ]ibrinolyse de caillots 
plasmatiques. L ' i n c u b a t i o n  de cai l lo ts  p l a s m a t i q u e s  avec  
des so lu t ions  d ' h ~ p a r i n e  de c o n c e n t r a t i o n s  f inales,  a l l a u t  
de 0,1 tag jusqu 'X  10000 tag p a r  ml,  n ' a  p a s  a l t6r6  la  dis- 
so lu t ion  s p o n t a n 6 e  de cai t lo ts  p l a s m a t i q u e s  (Courbe 1, 
F igure  1). 
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Fig. 1. Influence de l'h6parine sur la lyse de caillots plasmatiques. 
Ordonn6e: Fibrinolyse en %; abseisse: Concentration finale d'h~pa- 
rine dans le surnageant (solution d'ineubation). Chaque r~sultat est la 

moyenne arithm~tique de trois d6terminations. 
Composition de la solution d'ineubation: Courbe 1 : Solution tampon 
et h4parine. Temps d'ineubation: 15 h. Courbe 2: Solution tampon 
contenant de la streptokinase, 2500 unit6s Christensen par ml, et de 
l'h4parine. Temps d'ineubation: 5 h. Courbe 8: Solution tampon 
eontenant de l'urokinase, 100 unit6s Ploug par ml, et de l'h6parine. 
Temps d'ineubation : 17 h. Courbe 4 : Solution tampon eontenant de 
la ptasmine, 100 unit6s Loomis par ml, et de l'h6parine. Temps d'iu- 
cubation: 7.80 h. Courbe 5: Solution tampon eontenant de la pro- 

t6asc d'Aspergillus, 1 mg/ml, et de l'h6parine. 
Dans l'exp6rienee de eontrSle, l'h6parine est rempla~6e par de la 
solution tampon. Le vohune total de la solution d'incubation est de 

2 ml dans chaque experience. 

U n e  c o n c e n t r a t i o n  de  100 ixg p a r  ml  ou  p lus  d ' h 6 p a r i n e  
d a n s  le m61ange d ' i n c u b a t i o n ,  d i m i n u a i t  l ' a c t iv i t6  f ibr ino-  
l y t i que  de la s t r e p t o k i n a s e  (Courbe 2, F igu re  1), ou de 
l ' u rok ina se  (Courbe 3, F igure  1). P a r  con t re ,  l ' h6par ine ,  
m ~ m e  d a n s  une  c o n c e n t r a t i o n  de  10000 ~g p a r  ml,  n ' a v a i t  
pa s  d ' e f f e t  su r  l ' a c t i v i t 6  f i b r ino ly t ique  de  la  p l a s m i n e  ou  
de  la  p ro t6ase  d'Aspergillus (Courbes  4 e t  5, F i g u r e  1). 
L ' h ~ p a r i n e  e t  l ' a g e n t  f ib r ino ly t ique ,  d issous  d a n s  d u  
s6 rum no rma l ,  d o n n a i e n t  des r6su l t a t s  s imilaires .  
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I I .  Influence de l'hdparine sur la [ibrinolyse de [ibrine 
bovine. Dans  une premiere  s~rie d 'exp6riences,  nous avons  
6tudi6 l ' inf luence de l ' add i t ion  de quant i t6s  croissantes 
d 'h6par ine  ~ une solut ion d 'urokinase ,  de plasmine bovine  
ou de prot~ase d'Aspergillus. L 'ac t iv i t6  f ibr inoly t ique  
p rodui te  pa r  ces r6actifs n ' en  6tai t  pas  modifi~e. Pa r  
contre,  q u a n d  du p lasma normal  ~tai t  a jou t6  au m~lange 
f ibr inolyt ique,  l 'h~parine exer~ait  une influence inhibi t r ice 
sur  l ' ac t iv i t6  de l 'u rokinase  (Courbe 2, F igure  2) ; une  ex-  
p6r i ence  s imilaire  off la s t rep tok inase  rempla~ai t  l 'u ro-  
kinase donna i t  des r6sul ta ts  analogues  (Courbe 1, F igure  
2). L ' ac t iv i t6  f ibr inoty t ique  de  I 'urokinase  e t  de  la s t rep to-  
kinase ~tai t  inhib6e A pa r t i r  d ' une  concen t ra t ion  finale 
d 'h6par ine  de 33 ~g par  ml  dans la  solut ion 6tudi~e. 
Quand,  darts ce t te  exp6rience,  le p lasma 6fair  remplac6 
par  une solut ion d 'euglobul ines  humaines ,  l ' e f fe t  in- 
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Fig. 2. Influence de l'h6parine sur la lyse de fibrine bovine. M6thode 
des plaques de fibrine selon ASTRUle et M~3LLERTZ n. Ordonn6e: 
Aetivit6 fibrinolytique en mine; abseisse: Concentration de la so- 
lution d'h6parine ajout6e au m61ange ~tudi6. Chaque r6sultat est Ia 

moyenne arithm6tiqne de trois d6terminations. 

Composition de la solution exp6rirnentaIe: 
0,2 ml de plasma humain, citrat6 
0,$ ml de solution d'h6parine 

+ 0,2 ml d'une solution de streptokinase, 10000 unit6s Christensen 
par ml {Courbe 1) 

+ 0,~ ml d'une solution d'urokinase, 600 unit~s Ploug par ml 
(Courbe o) 

+ 0,2 ml d'une solution de plasmine bovine, 35 unitds Loomis par ml 
(Courbc 3) 

+ 0,2 ml d'une solution de protfiase d'Aspergillus, 3 mg par ml 
(Courbe 4). 

Dans l'expdrience de eontrSle, l'h6parine est rempla~e par de la 
solution tampon. 

h ib i teur  de l 'h6par ine 6tai t  absent.  L ' add i t i on  d'h6parine 
des m61anges de p lasma normal  avec  de  la plasmine ou 

de la prot6ase d'Aspergillus, n ' a v a i t  pas d 'e f fe t  sur l 'acti- 
vi t6 f ibr inoly t ique  de ces enzymes  (Courbes 3 et  4, 
F igure  2). 

Le pr6sent r appor t  mont re  que  l ' inf luence de l 'hdparine 
sur  Ia f ibr inolyse diff~re selon l ' agen t  f ibr inoly t ique  em- 
ploy6. Bien que  l 'h6par ine soit  sans effet  sur  l 'activit~ 
f ibr inoly t ique  de la plasmine ou de Ia prot~ase d'Asper- 
gillus, de hau tes  concent ra t ions  de cet  an t i coagulan t  di- 
m inucn t  la lyse d ' u n  cail lot  p lasmaf ique  par  la s trepto-  
kinase ou l 'urokinase.  L 'u rok inase  est  un ac t i va t eu r  du 
plasminog~ne (profibrinolysine}; la  s t rep tok inase  catalyse 
la t r ans fo rmat ion  d ' u n  <(proactivateur, ,  peut-Stre  iden- 
t ique  au  plasminog6ne ou ~ la p lasmine d 'or ig ine  humaine,  
en ac t i va t eu r  du plasminog~ne.  La  plasmine e t  Ia prot6ase 
d'Aspergillus, par  contre,  sont  deux  diff6rentes enzymes 
pro t6oly t iques  a t t a q u a n t  d i r ec t emen t  la fibrine. On peut  
done d6duire que  de hau tes  doses d ' h @ a r i n e  interf~rent  
avec  le processus f ibr inoly t ique  dans le sens d 'une  in- 
h ib i t ion  de l ' a c t i va t ion  de la profibr inolysine e t  probable-  
m e n t  aussi d 'une  inhibi t ion de la t r ans fo rmat ion  de <,pro- 
activateur,> en ac t i va t eu r  du plasminog~ne. L ' ac t iv i t6  de 
Âa plasmine m~me n 'es t  pas influenq6e par  l 'h6parine.  

Les exp6riences,  e m p l o y a n t  la fibrine bov ine  comme 
substra t ,  sugg~rent  que l 'h6parine requier t  la pr6sence d 'un  
cofac teur  pr6sent  dans du p lasma h u m a i n  ci t ra t6  mais 
absent  d ' une  solut ion d 'euglobul ines  humaines ,  pour 
exercer  une inf luence inhibi t r ice  sur  l ' ac t iv i t6  fibrino- 
ly t ique  de l 'u rokinase  ou de la s t reptokinase .  Cet te  obser- 
v a t i o n  conf i rme les r6sul tats  publi6s pa r  YON KAULLA 
concernant  l ' e f fe t  de  l 'h6par ine  sur  l ' ac t iv i t6  de l 'uro-  
ldnase. 

Nos r6sul ta ts  d6mon t r en t  qu ' aucune  influence th rombo-  
ly t ique  d i rec te  p e u t  6tre a t t e n d u e  de  l ' admin i s t ra t ion  
d 'h6par ine  dans  le t r a i t e m e n t  de la  ma lad ie  t h rombo-  
embol ique.  Dans  un dosage de  3 m g  ou plus pa r  kg  de 
poids, 6quiva len t  ~ un  t a u x  sanguin de 30 izg/ml, l 'h6pa- 
f ine peu t  exercer  une  min ime  act ion ant i f ibr inolyt ique.  
Ce dosage d6passe l a rgement  la quan t i t6  usuetle d 'h6par ine  
employ6e dans un t r a i t e m e n t  an t icoagulant .  I1 t au t  re- 
m a r q u e r  que nos r6sultats,  obtenus  clans des exp6riences 
in vitro, ne p e r m e t t e n t  pas d ' exc lure  la possibilit6 que 
l 'h6par ine  inject~e pourra i t  ac t ive r  le syst~me fibrino- 
ly t ique  du sang par  nn m6chanisme indirect .  

Summary. In vitro s tudy  of the  influence of hepar in  on 
fibrinolysis. Hepar in ,  in high concentra t ion,  inhibi ts  
p lasminogen ac t iva t ion  by  s t rep tok inase  or  urokinase.  
The  presence of some p lasmat ic  componen t  is herefore 
required.  Hepa r in  has no effect  on the  f ibr inolyt ic  ac t iv i ty  
of bovine  p lasmin  or  Aspergillus protease.  Hepa r in  does 
no t  p romo te  fibrinolysm. 
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