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Evaluation biologique de coumarines en tant qu’inhibiteurs de protéases à 

sérine de la cascade de la coagulation 

 

ROBERT Séverine 
 
Résumé 
 
Les maladies cardiovasculaires représentent une des causes principales de mortalité à travers 
le monde. Celles-ci partagent le même processus physiopathologique d’agrégation 
plaquettaire et d’activation de la cascade de la coagulation au niveau d’un site de lésion 
vasculaire. Les thérapies antiplaquettaires et anticoagulantes sont donc largement utilisées 
dans la prévention et le traitement des accidents cardiovasculaires. 
 
Dans le cadre de ce mémoire, une évaluation biologique in vitro de coumarines 3,6-
disubtituées en tant qu’inhibiteurs de protéases à sérine de la cascade de la coagulation, et 
plus particulièrement de la thrombine et du FXa, a été réalisée. Celle-ci s’est focalisée sur 
deux axes : l’étude du pouvoir inhibiteur des coumarines d’une part et l’étude de leur 
mécanisme d’inhibition d’autre part. 
 
Des tests de criblage sur enzymes isolées nous ont tout d’abord permis de sélectionner les 
composés possédant le meilleur potentiel inhibiteur de thrombine et de FXa. La détermination 
des constantes cinétiques ki et KI de ces composés a montré que la molécule possédant un 
ester 2,5-dichloro-phényle en position 3 et une fonction chlorométhyle en position 6 était le 
composé le plus actif sur thrombine avec un ki/KI d’environ 37000 M-1.s-1. Il est suivi des 
dérivés m-bromo-phényle et m-chloro-phényle présentant des pouvoirs inhibiteurs proches 
(10540 et 7720 M-1.s-1 respectivement). Ces composés possèdent également un faible pouvoir 
inhibiteur de FXa (220, 430 et 620 M-1.s-1 respectivement). 
 
Notre mécanisme d’inhibition hypothétique selon lequel l’inactivation résulterait de la 
formation d’un alkyle-enzyme a ensuite été vérifié et ce, à la fois pour la thrombine et le FXa. 
Pour atteindre ce but, la caractérisation des complexes enzyme-inhibiteur a été réalisée grâce 
à des expériences de réactivation enzymatique et à la mesure par spectrométrie de masse du 
poids de l’adduit présent sur l’enzyme inactivée. La détermination du site de fixation de 
l’inhibiteur sur l’enzyme a également été investiguée grâce à des digestions enzymatiques et à 
l’analyse des peptides obtenus par spectrométrie de masse. 
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 Figure 1 : Causes principales de mortalité chez les adultes à travers le monde en 2002 

 
 
 
 

 

Figure 2 : Balance hémostatique 
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I. INTRODUCTION 

I.1. Les maladies cardiovasculaires  

I.1.1. Epidémiologie 

Les maladies cardiovasculaires représentent une des causes majeures de mortalité. En 2002, 
ce type de pathologie était responsable de plus de 12 millions de décès à travers le monde 
(Figure 1). Dans les pays développés, elles sont la première cause de mortalité. Mais, 
étonnamment, elles le sont également dans certains pays en voie de développement, où elles 
sont responsables d’un tiers des décès. Le tabac, un régime alimentaire inapproprié et le 
manque d’activité physique sont autant de comportements menant au développement des 
maladies cardiovasculaires. La plupart des populations, dans presque tous les pays, sont 
menacées en raison de niveaux élevés de ces facteurs de risque. Seul environ 5 % des adultes 
des pays riches sont considérés comme étant à faible risque thrombotique avec un niveau de 
risque optimal. Les maladies cardiovasculaires représentent donc un problème de santé 
publique mondial [Beaglehole, et al., 2003]. 

I.1.2. Physiopathologie 

I.1.2.1. Introduction : l’hémostase et la balance hémostatique 

L’hémostase constitue l’ensemble des mécanismes qui permettent la cessation de 
l’écoulement du sang lors d’une perte d’intégrité vasculaire. Elle repose sur la coopérativité 
des plaquettes et des facteurs de la coagulation ainsi que sur des propriétés spécifiques aux 
vaisseaux et tissus du site de lésion. Elle est généralement divisée en quatre phases : la 
constriction du vaisseau blessé pour diminuer le flot sanguin en aval de la blessure, la 
formation d’un clou plaquettaire pour arrêter l’écoulement du sang (hémostase primaire), la 
génération d’un réseau de fibrine pour former un thrombus stable (hémostase secondaire) et la 
dissolution du caillot (fibrinolyse) [Murray, et al., 2002]. 
 
Toutefois, la découverte de nombreux facteurs et voies contribuant à la formation et à la 
dégradation du caillot sanguin ou jouant un rôle régulateur dans l’hémostase, a mis l’accent 
sur la double fonction du système hémostatique. En effet, d’une part, celui-ci assure la 
formation rapide d’un clou hémostatique en cas de rupture d’une paroi vasculaire afin de 
prévenir la perte de sang, tandis que d’autre part, ce même système est essentiel pour 
maintenir la fluidité du sang afin de conserver une circulation et une perfusion correcte des 
organes [Levi, 1999]. Il y a plus de 40 ans, Astrup proposait déjà la notion d’un équilibre 
entre la tendance du sang à coaguler et à rester fluide, qu’il étendit au fait que la coagulation 
et la fibrinolyse existaient sous forme d’une balance [Gaffney, et al., 1999]. Cette balance est 
contrôlée par le flux sanguin produit par le cycle cardiaque ainsi que par les constituants de 
l’endothélium vasculaire et du sang lui-même (Figure 2). Toute dérégulation de l’un de ces 
composants aboutit à un déséquilibre de la balance hémostatique normale qui peut ensuite 
évoluer vers un état pathologique d’hypo- ou d’hyper-coagulabilité. Ainsi, les hémorragies, 
résultant des états d’hypocoagulabilité, sont principalement liées à une diminution d’activité 
des facteurs procoagulants (hémophilies) et aux thrombocytopénies. Quant aux thromboses, 
consécutives aux états d’hypercoagulabilité, elles peuvent être dues à une modification du 
flux sanguin (stase, turbulence…), à une lésion de l’endothélium ou encore à une 



 

 

 

Figure 3 : Développement d’une plaque athérosclérotique [Woolf, 1998] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 4 : Structure d’une plaque fibrolipidique [Cotran, et al., 1996] 
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modification des constituants du sang (efficacité réduite des inhibiteurs de la coagulation, 
activité réduite du système fibrinolytique…) [Rasche, 2001]. 

I.1.2.2. L’athérothrombose 

D’une manière générale, toutes les maladies cardiovasculaires partagent le même processus 
physiopathologique de l’athérothrombose. Celle-ci est définie par la rupture d’une lésion 
athérosclérotique présente dans la paroi d’un vaisseau sanguin, suivie de la formation d’un 
thrombus [Viles-Gonzales & Badimon, 2004].  

I.1.2.2.1. Développement et évolution des plaques athérosclérotiques  
L’athérosclérose est une pathologie caractérisée par l’épaississement et le durcissement des 
artères musculaires de gros et moyen calibre ainsi que des artères élastiques. Elle commence 
par l’accumulation excessive au niveau de l’intima de lipoprotéines de faible densité (LDL) 
riches en cholestérol provenant du plasma (Figure 3). Des monocytes sont ensuite attirés vers 
cette région et se transforment en cellules spumeuses suite à l’ingestion de ces LDL. On parle 
alors de strie lipidique. Les cellules musculaires lisses sont également attirées vers l’intima où 
elles prolifèrent. La synthèse concomitante de protéines de matrice et de fibres de collagène 
aboutit à la formation d’une coiffe de tissu conjonctif fibreux. A la base de la lésion, un centre 
nécrotique comprenant des débris nécrotiques, des lipides extracellulaires et des macrophages 
spumeux se développe. On parle alors de plaque fibro-lipidique (Figure 4) [Cotran, et al., 
1996; Woolf, 1998].  
 
Ces lésions athéromateuses sont au départ relativement dispersées, mais au fur et à mesure 
que la maladie progresse, elles deviennent de plus en plus nombreuses et confluent pour 
recouvrir la totalité de la surface de l’intima des artères atteintes. Lorsque les plaques 
augmentent de volume, elles progressent à la fois vers la lumière de l’artère et vers la média. 
Ainsi, l’athérome est responsable d’une réduction de la circulation artérielle et d’un 
affaiblissement de la paroi vasculaire [Cotran, et al., 1996]. 
 
Lorsqu’une plaque athérosclérotique se rompt, son centre nécrotique lipidique hautement 
thrombogène est exposé au flux sanguin et fournit un substrat puissant pour l’activation de la 
cascade de la coagulation [Zaman, et al., 2000] et de l’agrégation plaquettaire. La formation 
subséquente d’un thrombus occlusif riche en plaquettes peut alors être responsable d’un 
syndrome ischémique aigu. Le thrombus peut également être non occlusif, s’incorporer dans 
la plaque et contribuer à l’épaississement de celle-ci [Cotran, et al., 1996]. 

I.1.2.2.2. Implication des plaquettes dans la formation du thrombus  
Il existe différents mécanismes physiologiques qui permettent d’empêcher l’activation 
plaquettaire en conditions normales (Figure 5). Les plaquettes circulantes sont habituellement 
dans un état inactif sous l’effet de la prostacycline (PGI2) et du monoxyde d’azote (NO) 
libérés par les cellules endothéliales qui bordent les parois des vaisseaux sanguins. Celles-ci 
expriment également la CD39 ADPase qui dégrade rapidement l’adénosine diphosphate 
(ADP), un inducteur potentiel de l’activation plaquettaire, en adénosine monophosphate 
(AMP) [Bhatt & Topol, 2003]. 
 
Lors de la rupture d’une plaque athérosclérotique, il y a exposition de différentes substances 
thrombogènes du subendothélium auxquelles les plaquettes circulantes adhèrent rapidement. 
Cette adhésion se fait via des interactions entre le facteur de von Willebrand (vWF), qui a été 
libéré par les cellules endothéliales et immobilisé sur le collagène du subendothélium, et son 
récepteur plaquettaire la glycoprotéine Ib-IX (GP Ib-IX). Une liaison directe des plaquettes à 







 

 

 
 
 
 
 

Lésion
Vasculaire

FXII FXIIa

Kallicréine, HMWK

Prékallicréine

FXI FXIa

FIX FIXa

FX FXa

Prothrombine Thrombine

Fibrinogène Monomères 
de fibrine

Ca++

Ca++, PL

Ca++, PL
FVIIIaFVIII

FV FVa

FX

FVII
FVIIa/TF

Fibrine 
stabilisée

FXIIIFXIIIa

Ca++, PL

VOIE INTRINSEQUE

VOIE EXTRINSEQUE

Exposition
 du TF

Exposition du collagène

FVIIa/TF: tenase extrinsèque

FIXa/FVIIa: tenase extrinsèque

FXa/FVa: prothrombinase

: conversion
: activation

 
 

Figure 7 : Vue classique de la cascade de la coagulation 
 
 
 
 
 
 
 



I. Introduction 

 4

thrombine) et aboutit à la formation de fibrine via deux voies classiquement définies comme 
les voies intrinsèque et extrinsèque [Murray, et al., 2002]. 
 
Cependant, la cascade de la coagulation est, en réalité, un réseau complexe de processus 
physiques, biochimiques et cellulaires entremêlés contribuant à l’hémostase. La réponse de 
coagulation se produit essentiellement au niveau des surfaces cellulaires des plaquettes 
activées et des cellules subendothéliales lésées. Celles-ci promeuvent la fixation des protéines 
procoagulantes circulantes et initient la formation de complexes multicomposants associés 
aux membranes.  
 
Les différents processus de la réponse de coagulation peuvent se décomposer en cinq étapes 
principales : l’initiation de l’événement par une blessure vasculaire, la propagation de la 
réponse procoagulante, la terminaison de la réponse après formation du caillot, l’élimination 
du caillot ainsi que la réparation et la régénération du tissu endommagé. Tous ces processus se 
déroulent de telle façon que la réponse de coagulation est localisée à l'aire de la blessure, 
amplifiée à un degré approprié selon la gravité de la lésion, atténuée afin d’empêcher une 
activation systémique et modulée pour permettre les processus de réparation subséquents 
[Jenny & Mann, 2003].  

I.2.1.1. Initiation 

La voie extrinsèque de la coagulation est déclenchée par la liaison du facteur VII activé 
(FVIIa) au TF (Figure 7). Le TF est une glycoprotéine de membrane associée aux 
phospholipides. En conditions normales, il est exprimé de façon constitutive sur les surfaces 
cellulaires extravasculaires. En cas de sepsis, il peut également être présenté par les cellules 
sanguines et endothéliales stimulées par des cytokines inflammatoires. Le FVIIa, activé par la 
thrombine ou le facteur X activé (FXa), circule continuellement en petite quantité dans le 
plasma et exerce à lui seul une activité enzymatique faible. La liaison du FVIIa au TF 
provoque une modification allostérique du site actif du FVIIa qui voit ainsi son activité 
protéolytique fortement augmentée. Le complexe FVIIa/TF peut également activer de faibles 
quantités additionnelles de facteur VII (FVII), lié ou non au TF, via un mécanisme 
autocatalytique. Lors d’une blessure vasculaire ou d’une rupture de plaque athérosclérotique, 
le FVIIa complexé au TF associé au subendothélium lésé déclenche immédiatement la 
réponse de coagulation. En effet, ce complexe forme, avec les phospholipides membranaires 
et le Ca2+, la tenase extrinsèque qui permet de convertir le facteur X (FX) et le facteur IX 
(FIX) en FXa et en facteur IX activé (FIXa), respectivement [Broze, 2003; Jenny & Mann, 
2003]. 
 
Le FIX peut également être activé par la voie intrinsèque de la coagulation. Celle-ci 
commence par une phase d’activation de contact dans laquelle la prékallikréine, le kinogène 
de haut poids moléculaire (HMWK), le facteur XII (FXII) et le facteur XI (FXI) sont exposés 
à une surface activante chargée négativement. Le collagène de la surface du vaisseau sanguin 
lésé constitue probablement ce site in vivo. Lorsqu’il y a assemblage des composants de la 
phase de contact sur la surface activante, le FXII est converti en FXII activé (FXIIa) par la 
kallikréine. Ce FXIIa peut alors d’une part, maintenir son activation en clivant la 
prékallikréine pour générer de nouveau de la kallikréine et peut, d’autre part, en présence de 
Ca2+, cliver le FXI en facteur XI activé (FXIa). Le FXIa active ensuite, en présence de Ca2+, 
le FIX en FIXa. Celui-ci se lie à la surface des plaquettes activées, où il forme, avec le facteur 
VIII activé (FVIIIa) et le Ca2+, la tenase intrinsèque. Toutefois, cette voie intrinsèque 
n’interviendrait qu’après initiation de la coagulation par la voie extrinsèque et serait 



 

 

 
Figure 8 : Molécule de fibrinogène [Greenberg & Lai, 2003] 

 
 
 

 

Figure 9 : Formation de la fibrine [Greenberg & Lai, 2003] 
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Figure 10 : Le système anticoagulant 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figure 11 : Dégradation de la fibrine [Greenberg & Lai, 2003] 
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protéases, soit par inactivation de leurs cofacteurs (Figure 10) [Davie, 1995; Jenny & Mann, 
2003; Simmonds, et al., 2003].  
 
Le système inhibiteur constitutif consiste principalement en deux inhibiteurs de protéases 
circulants : l’inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (TFPI) et l’antithrombine III (AT III). 
Le TFPI circulant à des concentrations relativement faibles dans le sang inactive la tenase 
extrinsèque via un mécanisme dépendant du FXa. En effet, il se lie de façon non covalente au 
FXa et le complexe TPFI/FXa formé inhibe le complexe FVIIa/TF. La présence de cet 
inhibiteur justifie vraisemblablement la courte durée de vie de la voie extrinsèque. L’AT III 
appartient à la famille des serpines (« serine protease inhibitor »). Elle circule à haute 
concentration dans le sang et inhibe la plupart des enzymes procoagulantes (thrombine, FXa, 
FIXa, FXIa et XIIa) en bloquant l’accès à leur site actif. Toutefois, l’inhibition de la 
thrombine et du FXa est probablement son rôle le plus important. L’action inhibitrice de l’AT 
III peut être augmentée par l’héparan sulfate, un protéoglycane présent à la surface des 
cellules endothéliales et constituant un mécanisme antithrombogène naturel.  
 
La voie de la protéine C inhibe quant à elle les évènements procoagulants via un système 
inhibiteur dynamique. La première étape consiste en la liaison de la thrombine à la 
thrombomoduline, une protéine membranaire présente à la surface des cellules endothéliales 
et des plaquettes, pour former le complexe thrombine/thrombomoduline (ou protéine Case). 
Celui-ci convertit alors la protéine C (PC) en protéine C activée (APC) via une protéolyse 
limitée. L’APC inactive la prothrombinase et la tenase intrinsèque en clivant leurs cofacteurs 
respectifs, le FVa et le FVIIIa. Ces réactions sont catalysées par un cofacteur non 
enzymatique, la protéine S. La formation de la protéine Case et de l’APC est un processus 
dynamique car elle est directement liée à la génération de thrombine. Celle-ci possède donc 
des activités pro- et anticoagulante distinctes. Ainsi, lorsque la thrombine forme un complexe 
avec son cofacteur anticoagulant, la thrombomoduline, sa réactivité change de sorte qu’elle 
perd son rôle procoagulant d’activation des plaquettes et des cofacteurs ainsi que de clivage 
du fibrinogène, pour jouer un rôle anticoagulant en activant de la voie de la protéine C. 
 
La phase de terminaison est donc l’événement critique contrôlant l’extension du réseau de 
fibrine. L’arrêt du processus de coagulation, après la formation d’un caillot adéquat, est 
nécessaire afin d’empêcher l’apparition d’évènements thrombotiques indésirables suite à une 
formation systémique excessive de thrombi. 

I.2.1.4. Elimination 

L’élimination du caillot, ou fibrinolyse, est une étape essentielle dans le processus de 
réparation du tissu. La dégradation de la fibrine nécessite l’action de la plasmine. Celle-ci 
dissout le thrombus en clivant la matrice de fibrine en peptides solubles de fibrine de type 
DD/E (Figure 11) [Greenberg & Lai, 2003].  
 
Le système fibrinolytique est composé de différentes protéines qui interagissent de manière à 
réguler la production de plasmine. Celle-ci est formée à partir d’un zymogène circulant, le 
plasminogène. Ce dernier se lie à la fibrine et est incorporé dans le caillot en formation. Il est 
alors converti en plasmine grâce à l’action de l’activateur de plasminogène de type tissulaire 
(tPA) et de l’activateur de plasminogène de type urinaire ou urokinase (uPA) (Figure 12). Ces 
protéases à sérine sont sécrétées par les cellules endothéliales suite à la lésion vasculaire et 
activées lors de leur fixation sur le réseau de fibrine. La production de plasmine reste ainsi 
localisée au niveau du réseau de fibrine du thrombus [Murray, et al., 2002]. 
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Figure 14 : Etapes ciblées par les agents antiplaquettaires  
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Figure 15 : Quelques antiagrégants plaquettaires 
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Figure 16 : Structure du site de liaison de l’héparine à l’AT III 
 
 
 
 
 
 
 

Héparine non fractionnée

AT III

FXa

Thrombine

Héparine fractionnée

AT III

FXa

 

Figure 17 : Mode d’action de l’héparine 
 
 









 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 1: Les différentes classes d’endopeptidases : exemples, fonctions physiologiques et 
implications pathologiques 

Classes Enzymes Fonctions Pathologies 
Endopeptidases  
à sérine 
 
 
 
 
Endopeptidases  
à cystéine 
 
 
 
 
Endopeptidases  
à acides aspartiques 
 
 
Métallopeptidases  
 

C3 et C5 convertases 
 
Élastase leucocytaire 
 
Tryptase 
 
Cathepsines K et L 
Caspase-1 
Calpaïnes 
 
 
 
Protéase HIV-1 
Rénine 
Cathepsine D 
 
ACE 
Endopeptidase neutre 
Métalloprotéases de  
     matrice 

Activation du système du  
      complément 
Dégradation des protéines  
      des tissus conjonctifs 
Phagocytose 
 
Résorption des os 
Production d’Il-1 
Fonctions inconnues 
 
 
 
Réplication du HIV 
Production d’angiotensine I 
Turnover protéique 
 
Production d’angiotensine II 
Libération d’ANP 
Reconstruction de la matrice 
      cellulaire 

Inflammation 
 
Inflammation, maladies 
     pulmonaires 
Asthme 
 
Ostéoporose 
Inflammation 
Maladie d’Alzheimer,  
     dystrophie musculaire,  
     cataracte, arthrite 
 
SIDA 
Hypertension 
Cancer, maladie d’Alzheimer 
 
Hypertension 
Hypertension 
Inflammation, cancer,  
      dystrophie musculaire 

Il-1 : interleukine-1 ; HIV : virus d’immunodéficience humaine ; SIDA : syndrome d’immunodéficience 
acquise ; ACE : enzyme de conversion de l’angiotensinogène ;  ANP : peptide natriurétique atrial 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 





 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 20 : Triade catalytique (à gauche) et poche oxyanionique (à droite) de la 
chymotrypsine [Garrett & Grisham, 2000] 
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Figure 21: Domaine de reconnaissance du substrat selon Schechter et Berger 
 
 
 
 

 
 
 

Figure 22 : Spécificité primaire des protéases à sérine 
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étudiées dans ce mémoire appartiennent à la classe des endopepetidases à sérine (classe 
3.4.21) et sont désignées sous le terme de protéases à sérine. Le Tableau 1 reprend les 
différentes classes de protéases ainsi que quelques exemples d’enzymes avec leurs fonctions 
physiologiques et leurs implications pathologiques [Leung, et al., 2000]. 

I.4.3. Structure des protéases à sérine 

Par facilité, la structure des  protéases à sérine est généralement divisée en trois domaines 
principaux : le domaine catalytique, le domaine de reconnaissance du substrat et le domaine 
d’activation du zymogène. Cependant, cette organisation considère que les processus de 
catalyse, de reconnaissance du substrat et d’activation du zymogène sont des processus 
indépendants, alors qu’ils mettent en jeu des caractéristiques structurales communes de 
l’enzyme  et qu’ils sont intimement liés. 
 
La chymotrypsine représente la protéase à sérine la plus étudiée et la mieux connue à ce jour. 
Elle sert généralement d’enzyme de référence bien qu’elle ne soit pas une cible attractive pour 
le développement de nouveaux médicaments, puisqu’elle n’intervient de façon majeure dans 
aucune pathologie (excepté la pancréatite aiguë pour laquelle d’autres traitements sont 
préférés). Les résidus enzymatiques seront donc désignés dans les paragraphes suivants selon 
la notation du chymotrypsinogène, sauf mention contraire. 

I.4.3.1. Le domaine catalytique 

Le site actif de toutes les protéases à sérine comprend une triade catalytique formée par 
l’Asp102, l’His57 et la Ser195. Ces trois acides aminés forment entre eux un réseau de 
liaisons hydrogènes. Le résidu aspartate, noyé dans un environnement très hydrophobe 
(Ala55, Cys58 et Ile99), entre en liaison avec l’histidine elle-même liée à la sérine (Figure 20, 
à gauche). Le domaine catalytique comprend également un « trou oxyanionique » formé par 
les groupements NH du squelette principal de la Gly193 et de la Ser195. Ces acides aminés 
forment ainsi une poche de charge positive qui stabilise l’oxyanion des intermédiaires 
tétraédriques formés lors de la réaction d’hydrolyse (voir section  I.4.4) (Figure 20, à droite) 
[Garrett & Grisham, 2000; Hedstrom, 2002]. 

I.4.3.2. Le domaine de reconnaissance du substrat  

Les protéases à sérine sont des enzymes très abondantes qui régulent finement de nombreux 
processus physiologiques importants. Afin de pouvoir exercer correctement cette régulation, 
elles ont besoin d’une grande spécificité vis-à-vis de leur(s) substrat(s). Ainsi, le domaine de 
reconnaissance du substrat comprend à la fois le site de liaison du polypeptide et les poches 
de liaison pour les chaînes latérales du substrat [Hedstrom, 2002]. Une façon commode de 
décrire ces interactions est de diviser l’ensemble des acides aminés de l’enzyme au contact du 
substrat en différents sous-sites, chaque sous-site correspondant à la région qui interagit avec 
un résidu du substrat. Par convention, les résidus du substrat sont notés P1, P2…Pn de la 
liaison scissile vers le côté acyle du complexe enzyme-substrat et P’1, P’2…P’n de la liaison 
scissile vers le groupe partant du substrat. Les sous-sites correspondants de l’enzyme sont 
numérotés S1, S2…Sn de la liaison scissile vers l’extrémité N-terminale et S’1, S’2…S’n de la 
liaison scissile vers l’extrémité C-terminale (Figure 21) [Schechter & Berger, 1967].  

I.4.3.2.1. Le site S1 
La spécificité primaire des protéases à sérine est liée à la configuration de la poche S1 
adjacente à la Ser195. Cette poche est constituée des résidus 189-192, 214-216 et 224-228.  
En se focalisant sur la nature des résidus 189, 216 et 226, les protéases à sérine peuvent être 
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Figure 23: Site de liaison du polypeptide de la chymotrypsine 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 24 : Mécanisme d’action des protéases à sérine : 

acylation de l’enzyme (à gauche) suivie de sa désacylation (à droite) 
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Figure 27 : Hirudine : structure peptidique et mode d’action [Bachmann, 1998] 
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Figure 28 : Mode d’action des dérivés de l’hirudine 
 

 

Figure 29: Principaux inhibiteurs de thrombine 
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Figure 30 : Conversion du FX en FXa 
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Figure 31 : Principaux inhibiteurs du FXa 
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Figure 32 : Conversion du FVII en FVIIa 
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Figure 33 : Inhibiteur de FVIIa 
 
Figure 34 : dérivés coumariniques substitués en position 3 et 6 
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Ensuite, le pouvoir inactivateur des dérivés s’étant révélés les plus actifs lors des tests de 
criblage a été déterminé de façon précise par la mesure des constantes cinétiques 
d’inactivation ki et KI. Deux méthodes ont été utilisées : la méthode de compétition dite 
continue et la méthode des prélèvements dite discontinue. 
 
La deuxième partie de ce travail s’est portée sur l’étude du mécanisme d’inhibition des 
coumarines sur la thrombine et sur le FXa. En effet, il est important de bien comprendre ce 
mécanisme afin d’identifier les éléments structuraux clés responsables de l’inhibition. 
 
Pour atteindre ce but, des cinétiques enzymatiques de réactivation ont tout d’abord été 
effectuées pour caractériser la nature des interactions existant entre l’enzyme et l’inhibiteur. 
Ensuite, nous avons essayé de préciser la nature des complexes enzyme-inhibiteur en 
mesurant par spectrométrie de masse la masse moléculaire de l’adduit présent sur les enzymes 
inactivées. Enfin, nous avons tenté de déterminer le site de fixation de l’inhibiteur sur 
l’enzyme grâce à des expériences de digestions enzymatiques et d’analyse par spectrométrie 
de masse des peptides obtenus. 



 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

II. MATERIEL ET METHODES 



 



 



 

 

 

Tableau 2 : Caractéristiques des enzymes et tampons utilisés dans les tests enzymatiques 

Enzymes Poids moléculaires 
(kDa) Fournisseurs Tampons 

Thombine humaine 
EC 3.4.21.5 37 Roche 

Tampon de conservation : 
Tris 0.01 M 

Hepes 0.01 M 
NaCl 0.5 M 

PEG 6000 0.1 % 
pH 7.4 

 
Tampon cinétique : 

Tris 0.01 M 
Hepes 0.01 M 
NaCl 0.1 M 

PEG 6000 0.1 % (v/v) 
pH 7.4 

Facteur Xa humain 
EC 3.4.21.6 44 Kordia 

Tris 0.05 M 
NaCl 0.15 M 

CaCl2 0.005 M 
EDTA 0.001 M 

Tween-20 0.05 % (v/v) 
pH 7.4 

 
Facteur VIIa recombinant 

EC 3.4.21.21 
 

Facteur tissulaire recombinant 
 

 
50 

 
 

37 

 
NovoNordisk 
 
 

Calbiochem 

Tris 0.1 M 
NaCl 0.1 M 

CaCl2 0.005 M 
BSA 0.1% (w/v) 

pH 7.4 

 

 

 

Tableau 3 : Caractéristiques des substrats chromogènes utilisés dans les tests enzymatiques 

Substrats Formules peptidiques Enzymes  Fournisseurs

S-2238 D-phénylalanyl-pipécolyl-arginyl-4-
nitroanilide Thrombine Chromogenix 

Chromozym TH Tosyl-glycyl-prolyl-arginyl-4-nitroanilide Thrombine Roche 

Chromozym X N-méthoxycarbonyl-D- norleucyl-glycyl-L- 
arginine-4-nitroanilide FXa Roche 

Pefachrome VIIa Méthanesulfonyl-D-cyclohexylalanyl-butyl-
arginine-4-nitroanilide FVIIa /TF Kordia 

 
 





 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 35 : Spectres d’absorption du substrat (S) et de la nitroaniline (NA) formée lors de 
l’hydrolyse du substrat  

Figure 36 : Schéma réactionnel pour l’inactivation 

Figure 37 : Modèle simplifié pour l’inactivation 
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E + I E*I Ei

KI ki

E + I E-I Ei

k+1 k4

k-1

EI 
k+2

k-2

k3
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  complexe
de Michaelis

acyl-enzyme  enzyme 
inactivée

produit d'hydrolyse 
de l'inhibiteur 

II.1.2.3. Détermination des paramètres cinétiques d'inactivation ki et KI 

II.1.2.3.1. Interaction enzyme-inhibiteur 
Lorsqu’un inhibiteur basé sur le mécanisme est mis en présence d’une enzyme, il y a tout 
d’abord formation d’un complexe de Michaelis. Ensuite, l’enzyme convertit, via son cycle 
catalytique normal, le composé en espèce généralement inactivante. Cette étape, qui est 
habituellement responsable de l’inactivation enzymatique, est dépendante du temps. L’espèce 
inactivante peut évoluer de trois façons différentes. Si elle n’est pas réactive mais forme une 
interaction forte avec l’enzyme, l’inactivation peut être le résultat d’un complexe non covalent 
à haute affinité (« tight-binding complex »). S’il s’agit d’une espèce réactive, une réaction 
nucléophile, électrophile ou radicalaire peut se produire avec l’enzyme pour donner un 
complexe covalent qui inactive l’enzyme de façon irréversible. Ce type d’inhibiteur est appelé 
inhibiteur suicide (« suicide inhibitor »). Enfin, l’espèce générée peut être libérée de l’enzyme 
comme un produit. L’enzyme est alors à nouveau présente sous sa forme active. Dans ce cas-
ci, on parle de mauvais substrat [Silverman, 1995]. 
 
Les coumarines étudiées dans ce travail sont des inhibiteurs suicides. Leur interaction avec les 
protéases peut être schématisée suivant la figure 36. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figure 36 : Schéma réactionnel pour l’inactivation 
 
Puisque la progression de la réaction est contrôlée par la diminution de la quantité d’enzyme 
active, c’est-à-dire l’accumulation du complexe Ei, les complexes EI et E-I ne peuvent être 
distingués. La notation E*I est donc utilisée pour représenter une sorte de chimère cinétique 
de ces deux complexes [Daniels, et al., 1983]. De plus, lorsque la valeur de k3 est négligeable 
par rapport à celle de k4, le schéma réactionnel ci-dessus peut être simplifié (Figure 37). Dès 
lors, ki représente la constante de vitesse de premier ordre pour l'inactivation à concentration 
infinie en inhibiteur et KI la constante apparente de dissociation d'un complexe enzyme-
inhibiteur situé en amont du ki. 
 
 

              Figure 37 : Modèle simplifié pour l’inactivation 
 
Le pouvoir inactivateur de l’inhibiteur peut ainsi être caractérisé par le rapport ki/KI. Plus ce 
rapport est élevé, plus la formation du complexe Ei est efficace et rapide et plus le pouvoir 
inhibiteur est élevé. 
 
Deux techniques peuvent être employées pour la détermination de ces constantes 
caractéristiques de l'inactivation : la méthode des prélèvements dite discontinue ou la méthode 
de compétition dite continue. 



 





 

 

 
 
 
 
 
 

 

Figure 38 : Perte d’activité enzymatique en fonction du temps                                                 
en présence de concentrations croissantes en inhibiteur 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 39 : Représentation de la constante kobs en fonction de                                                   
la concentration en inhibiteur [I] 

Figure 40 : Schéma réactionnel pour  l’utilisation de la méthode de compétition 
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Figure 41 : Augmentation de la densité optique (DO) à 405 nm en fonction du temps                     

en présence de concentrations croissantes en inhibiteur   
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Figure 45 : Taux de formation du produit au cours du temps                                                    
pour des concentrations croissantes en substrat  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 46 : Représentation des vitesses initiales v0 en fonction de la concentration en substrat 
permettant  la détermination  de la constante Km   
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Tableau 4 : Caractéristiques des enzymes et tampons utilisés lors des expériences de digestion  

 
Enzymes de digestion 

 
Fournisseurs Tampons 

Sequencing Grade Modified Trypsin 
EC 3.4.21.4 Promega 50 mM NH4HCO3 

Sequencing Grade Chymotrypsin 
EC 3.4.21.1 Roche 100 mM Tris-HCl 

10 mM CaCl2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tableau 5 : Durée de digestion en fonction des conditions expérimentales 

Conditions expérimentales Trypsine Chymotrypsine 

Enzyme native 24 heures - 

Enzyme traitée au RapiGest SF 1 heure 30 15 heures 

Enzyme réduite et alkylée 1 heure 30 15 heures 
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Figure 47 : Principe du test de criblage 
 

Tableau 6 : Test de criblage sur thrombine : esters aromatiques 
 
 
 
 
 
 
 

Composés R1 
Activité résiduelle  
de la thrombine 

 
MS 7 

 
 

MS 29 
 

 
MS 38 

 
 
 

MS 37 
 

 
MS 33 

 
 

LP 12 
 
 

LP 32 
 
 
 

LP 31 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
60 ± 9 % 

 
 

95 ± 5 % 
 
 

109 ± 14 % 
 

 
 

115 ± 18 % 
 
 

113 ± 11 % 
 
 

100 ± 5 % 
 
 

98 ± 10 % 
 
 
 

107 ± 14 % 
 

 

N

N

N

N



III. Résultats, discussion et perspectives 

 32

III. RESULTATS, DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

III.1. Etude du pouvoir inhibiteur des coumarines 

III.1.1.  Etude du pouvoir inhibiteur des coumarines vis-à-vis de la thrombine 

III.1.1.1. Données préliminaires : test de criblage 

Un test de criblage in vitro sur thrombine isolée a été précédemment mis au point au sein du 
laboratoire. Celui-ci permet une évaluation simple et rapide du pouvoir inhibiteur des 
composés synthétisés. Il consiste à mettre en présence l’inhibiteur et l’enzyme pendant 10 
minutes à 25°C. Après incubation, l’activité de l’enzyme est mesurée par ajout d’un substrat 
chromogène adéquat (Figure 47). Celle-ci correspond à l’activité de l’enzyme qui n’a pas été 
inhibée de façon irréversible. Le rapport entre l’activité de l’enzyme après inactivation et 
l’activité de l’enzyme en absence d’inhibiteur, exprimé en pourcent, donne le pourcentage 
d’activité résiduelle de l’enzyme. Plus le pourcentage d’activité résiduelle de l’enzyme est 
faible, plus le pouvoir inhibiteur du composé testé est élevé. 
 
Les résultats de ce test de criblage, réalisé avec des concentrations en thrombine, inhibiteur et 
substrat (S-2238) de 2.32 nM, 2 µM et 40 µM respectivement, sont présentés dans les 
tableaux 6 à 11. Trois approches de pharmacomodulation ont été investiguées : la modulation 
de la chaîne latérale en position 3, le remplacement de la fonction chlorométhyle en position 6 
et la modification du lien entre la coumarine et la chaîne latérale en position 3. 

III.1.1.1.1. Modulation de la chaîne latérale en position 3 
Tout d’abord, des composés esters et amides aliphatiques linéaires, ramifiés ou cycliques ont 
été évalués. Aucune activité n’a été observée avec ces composés. Une étude de l’influence 
d’un noyau aromatique sur l’activité inhibitrice a ensuite été réalisée (Tableau 6). Il apparaît 
que les composés possédant un groupement pyridine (pyrid-2-yl ou pyrid-3-yl) en position 3 
ne présentent pas de pouvoir inhibiteur de thrombine (LP 12, MS 33). Par contre, la présence 
d’un groupement phényle à la même position permet d’obtenir une inhibition de la thrombine 
(MS 7). L’utilisation d’un autre noyau aromatique plus volumineux tel qu’un naphtalène (MS 
38, MS 37) ou une quinoléine (LP 32, LP 31) entraîne une perte totale de l’activité. Il en est 
de même avec l’introduction d’un méthylène entre le phényle et le lien ester (MS 29).  
 
Une étude de la substitution du groupement phényle de la chaîne latérale en position 3 a 
également montré que celle-ci influençait fortement l’activité des composés (Tableau 7). En 
effet, lorsque ces derniers sont substitués en para, ils perdent totalement leur activité 
inhibitrice et ce, quelque soit la nature du substituant (LP 7, LP 16, LP 6). Les substitutions en 
ortho ne modifient pas l’activité des composés (MS 36, LP 15, LP 5). Par contre, les 
composés substitués en meta présentent un meilleur pouvoir inhibiteur de la thrombine (LP 8, 
LP 14, MS 34). La nature du groupement placé à cette position est très importante (Tableau 
8). Les composés comprenant un halogène sont les plus actifs. Ceux-ci peuvent être classés 
selon leur efficacité dans l’ordre suivant : m-bromo-phényle (LP 53 ; 8 %) > m-chloro-
phényle (LP 8 ; 10 %) > m-fluoro-phényle (LP 51 ; 24 %) > m-iodo-phényle (LP 14, 27 %). 
Les substituants nitro, méthoxy et trifluorométhyle donnent des composés peu actifs (LP 17, 
LP 55 et LP 54 respectivement).  
 



 

 

 
 
 
 

Tableau 7: Test de criblage sur thrombine : esters benzéniques monosubstitués 

 

Composés R’1 
Activité résiduelle 
 de la thrombine 

MS 7 
 

MS 36 
LP 8 
LP 7 

 
LP 15 
LP 14 
LP 16 

 
LP 5 

MS 34 
LP 6 

H 
 

o – Cl 
m – Cl 
p – Cl 

 
o – I 
m – I 
p – I 

 
o – CH3 
m – CH3
p – CH3 

60 ± 9 % 
 

78 ± 8 % 
10 ± 2 % 

107 ± 12 % 
 

59 ± 13 % 
27 ± 8 % 
99 ± 10 % 

 
79 ± 3 % 
35 ± 3 % 

111 ± 20 % 
 
 

Tableau 8: Test de criblage sur thrombine : esters benzéniques monosubstitués en meta 

 

Composés R’1 
Activité résiduelle  
de la thrombine 

MS 7 
LP 51 
LP 8 
LP 53 
LP 14 
LP 17 
LP 55 
LP 54 

H 
F 
Cl 
Br 
I 

NO2 
OCH3 
CF3 

60 ± 9 % 
24 ± 6 % 
10 ± 2 % 
8 ± 3 % 
27 ± 8 % 
80 ± 2 % 
66 ± 4 % 
66 ± 21 % 
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Tableau 9 : Test de criblage sur thrombine : esters benzéniques disubstitués 

 

Composés R’1 
Activité résiduelle  
de la thrombine 

LP 61 
LP 73 
LP 74 
LP 72 
LP 75 

3-Cl ; 5-OCH3 
2,3 di Cl 
2,5 di Cl 
2,6 di Cl 
3,5 di Cl 

103 ± 5 % 
100 ± 12 % 
1 ± 0.1 % 

101 ± 11 % 
102 ± 10 % 

 

Tableau 10: Test de criblage sur thrombine : esters benzéniques                                              
avec modulation de la chaîne latérale en position 6 

 

Composés X Activité résiduelle  
de la thrombine 

LP 8 
LP 70 
LP 69 
LP 46 

CH2Cl 
CH3 
H 

CH2OCOCH3 

10 ± 2 % 
70 ± 4 % 

 107 ± 7 % 
91 ± 15 % 

 

Tableau 11: Test de criblage sur thrombine : nature du lien entre la coumarine                           
et la chaîne latérale en position 3 

 

Composés Y Activité résiduelle  
de la thrombine 

LP 8 
LP 67 
LP 66 
LP 103 

COO 
CONH 
COS 
CO 

10 ± 2 % 
97 ± 2 % 

107 ± 12 % 
100 ± 15 % 

O

Cl
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O
R'1

2
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E + I E*I Ei

KI ki

Parmi les dérivés disubstitués (Tableau 9), seul l’ester 2,5-dichloro-phényle (LP 74) présente 
un important pouvoir inhibiteur avec une perte totale de l’activité résiduelle de la thrombine. 
Tous les autres composés sont inactifs. 

III.1.1.1.2. Remplacement du groupement chlorométhyle en position 6 
Selon le mécanisme d’action proposé dans la  section  I.5., la présence du groupement 
chlorométhyle en position 6 de nos coumarines serait indispensable à une inhibition 
irréversible. Afin de vérifier cette hypothèse, des composés substitués en position 6 par un 
groupement non partant ont été testés (LP 70, LP 69). Il apparaît ainsi clairement que le 
remplacement du groupement chlorométhyle entraîne une perte importante du pouvoir 
inhibiteur (Tableau 10). Il en est de même pour le groupement acétoxyméthyle (LP 46). Ceci 
peut s’expliquer par le caractère nucléofuge faible de l’acétate par rapport au chlore. Ces 
résultats concordent donc avec notre mécanisme d’inhibition hypothétique. 

III.1.1.1.3. Etude du lien entre la coumarine et la chaîne latérale en 3 
Une étude de la nature du lien entre la coumarine et la chaîne latérale en position 3 a 
finalement été réalisée. Les résultats indiquent que celle-ci est très importante pour l’activité 
du composé (Tableau 11). Ainsi, seul le lien ester permet d’obtenir un effet inhibiteur, les 
composés comprenant un lien de type amide, thioester ou cétone étant inactifs (LP 67, LP 66, 
LP 103 respectivement).  

III.1.1.1.4. Conclusions 
Les esters benzéniques monosubstitués en meta par un groupement halogène (LP 53 > LP 8 > 
LP 51 > LP 14) présentent donc un pouvoir inhibiteur de thrombine important. Il en est de 
même pour l’ester 2,5-dichoro-phényle (LP 74). Ce dernier constitue le composé le plus actif 
sur thrombine. Dans les conditions de ce test, il fournit une inhibition totale de l’activité de 
l’enzyme. De plus, la présence d’une fonction chlorométhyle en position 6 et d’un lien ester 
entre la coumarine et la chaîne latérale en position 3 est indispensable à l’activité inhibitrice. 
 
Dès lors, les composés LP 53, LP 8, LP 51, LP 14 et LP 74 ont été sélectionnés afin de 
déterminer de façon précise leur pouvoir inhibiteur envers la thrombine. Celui-ci a été évalué 
grâce à la détermination des paramètres cinétiques d’inactivation ki et KI. 

III.1.1.2. Etude des paramètres cinétiques d'inactivation  

Pour rappel, l’interaction d’un inhibiteur basé sur le mécanisme avec une enzyme répond au 
schéma réactionnel simplifié décrit par la figure 37 où E représente l’enzyme, I l’inhibiteur 
basé sur le mécanisme, E*I le complexe chimérique enzyme-inhibiteur et Ei l’enzyme 
inactivée de façon irréversible. Cette interaction est caractérisée par les constantes ki, 
constante de vitesse de premier ordre pour l'inactivation à concentration infinie en inhibiteur 
et KI, constante apparente de dissociation d'un complexe enzyme-inhibiteur situé en amont du 
ki (voir section  II.1.2.3.1). 
 

 

Figure 37 : Modèle simplifié pour l’inactivation 
 
Le pouvoir inactivateur de l’inhibiteur peut ainsi être caractérisé par le rapport ki/KI. Plus ce 
rapport est élevé, plus la formation du complexe Ei est efficace et rapide et plus le pouvoir 
inhibiteur du composé est élevé.  
 



 













 

 

Tableau 13 : Test de criblage sur FXa : esters aromatiques 
 
 
 
 

Composés R1 
Activité résiduelle du 

FXa 
 

MS 7 
 

MS 33 
 

LP 12 

 
 
 
 
 
 
 

 
59 ± 16 % 

 
114 ± 15 % 

 
89 ± 15 % 

 

Tableau 14 : Test de criblage sur FXa : séries pyrid-2-yl et pyrid-3-yl 
 
 
 
 
 

Composés R’1 
Activité  

résiduelle du FXa Composés R’2 
Activité 

résiduelle du FXa

LP 12 
LP 19 
LP 18 
LP 26 
LP 22 

H 
5-Cl 
6-Cl 

4-CH3 
6-CH3 

89 ± 15 % 
100 ± 4 % 
87 ± 5 % 
98 ± 7 % 
99 ± 5 % 

MS 33 
LP 64 
LP 1 
LP 3 
LP 2 
LP 4 

LP 11 
LP 19 

H 
5-CH3 
6-CH3 
2-Cl 
5-Cl 
2-Br 

2-NO2 
2-NO2; 6-CH3 

114 ± 15 % 
108 ± 9 % 
109 ± 9 % 
110 ± 9 % 

104 ± 12 % 
104 ± 16 % 

99 ± 3 % 
102 ± 2 % 

 

Tableau 15: Test de criblage sur FXa : esters benzéniques monosubstitués 
 
 
 
 

Composés R’1 
Activité résiduelle 

du FXa 
MS 7 

 
MS 36 
LP 8 
LP 7 

 
LP 15 
LP 14 
LP 16 

 
LP 5 

MS 34 
LP 6 

H 
 

o – Cl 
m – Cl 
p – Cl 

 
o – I 
m – I 
p – I 

 
o – CH3 
m – CH3 
p – CH3 

59 ± 16 % 
 

134 ± 9 % 
29 ± 3 % 

102 ± 6 % 
 

92 ± 13 % 
73 ± 9 % 
80 ± 8 % 

 
103 ± 12 % 
78 ± 16 % 
72 ± 8 % 
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Tableau 16: Test de criblage sur FXa : esters benzéniques monosubstitués en meta 
 
 
 
 

Composés R’1 Activité résiduelle du FXa 
MS 7 
LP 51 
LP 8 

LP 53 
LP 14 
LP 17 
LP 55 
LP 54 

H 
F 
Cl 
Br 
I 

NO2 
OCH3 
CF3 

59 ± 16 % 
61 ± 16 % 
29 ± 3 % 
33 ± 3 % 
73 ± 9 % 

124 ± 32 % 
108 ± 21 % 
134 ± 13 % 

 

Tableau 17 : : Test de criblage sur FXa : esters benzéniques disubstitués 
 
 
 
 

Composés R’1 Activité résiduelle du FXa 

LP 61 
LP 73 
LP 74 
LP 72 
LP 75 

3-Cl ; 5-OCH3 
2,3 di Cl 
2,5 di Cl 
2,6 di Cl 
3,5 di Cl 

126 ± 28 % 
125 ± 22 % 
39 ± 6 % 

109 ± 21 % 
73 ± 8 % 

 

Tableau 18: Test de criblage sur FXa : esters benzéniques avec modulation                             
de la chaîne latérale en position 6 

 
 
 
 

Composés X Activité résiduelle du FXa 
LP 8 

LP 70 
LP 69 
LP 46 

CH2Cl 
CH3 
H 

CH2OCOCH3 

29 ± 3 % 
61 ± 3 % 
77 ± 7 % 
82 ± 7 % 

 

Tableau 19: Test de criblage sur FXa : nature du lien entre la coumarine                                  
et la chaîne latérale en position 3 

 
 
 
 

Composés Y Activité résiduelle du FXa 
LP 8 

LP 67 
LP 66 

LP 103 

COO 
CONH 
COS 
CO 

29 ± 3 % 
89 ± 7 % 
60 ± 3 % 
83 ± 2 % 
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L’ester benzénique présente quant à lui un faible pouvoir inhibiteur de FXa (MS 7) (Tableau 
13). La présence d’un substituant sur le noyau phényle de la chaîne latérale en position 3 
influence fortement le pouvoir inhibiteur (Tableau 15). Ainsi, la substitution en ortho mène à 
des composés inactifs quelque soit la nature du substituant (MS 36, LP 15, LP 5). Avec un 
groupement iode ou méthyle, la position meta ou para ne semble pas modifier de manière très 
importante l’activité (LP 14, LP 16, MS 34, LP 6). Par contre, le m-chloro-phényle (LP 8) 
présente une bonne activité tandis que le p-chloro-phényle (LP 7) est inactif.  
 
La nature du groupement en position meta modifie fortement l’inhibition du FXa (Tableau 
16). En effet, la présence d’un chlore (LP 8) ou d’un brome (LP 53) permet d’augmenter le 
pouvoir inhibiteur tandis que celle d’un fluor (LP 51) ou d’un iode (LP 14) ne semble avoir 
que peu d’effet. Les substituants nitro, méthoxy et trifluorométhyle donnent quant à eux des 
composés inactifs (LP 17, LP 55 et LP 54 respectivement).  
 
Parmi les esters disubstitués (Tableau 17), les meilleurs composés comprennent un chlore en 
position meta par rapport à la liaison ester. Le 2,5-dichloro-phényle (LP 74) est plus actif que 
le 3,5-dichloro-phényle (LP 75) qui ne présente qu’un faible pouvoir inhibiteur. Tous les 
autres composés disubstitués sont inactifs. 

III.1.2.1.2. Remplacement du groupement chlorométhyle 
La substitution du chlore par un groupement non partant entraîne une perte importante du 
pouvoir inhibiteur (LP 70, LP 69) (Tableau 18). Il en est de même pour le groupement 
acétoxyméthyle (LP 46) dont l’acétate possède un caractère nucléofuge faible par rapport au 
chlore. Ces résultats concordent avec le mécanisme d’action des coumarines proposé dans la  
section  I.5. selon lequel la présence du groupement chlorométhyle est indispensable à une 
inhibition irréversible.  

III.1.2.1.3. Modulation du lien entre la coumarine et la chaîne latérale en 3 
La présence du lien ester (LP 8) est très importante pour l’activité inhibitrice (Tableau 19). 
Les liens de type amide, cétone ou thioester donnent des composés moins actifs (LP 67, LP 66 
et LP 103 respectivement). 

III.1.2.1.4. Conclusions 
Les esters benzéniques monosubstitués en meta par un chlore (LP 8) ou un brome (LP 53) 
présentent un bon pouvoir inhibiteur de FXa. Il en est de même pour le dérivé ester 2,5-
dichoro-phényle (LP 74). La présence d’une fonction chlorométhyle en position 6 et d’un lien 
ester entre la coumarine et la chaîne latérale en position 3 est favorable au pouvoir inhibiteur. 
 
L’analyse des données de criblage sur thrombine et sur FXa semble montrer que, dans le cas 
des coumarines étudiées, les relations structure-activité sont semblables pour les deux 
enzymes. Afin de conforter ces résultats, les composés LP 8, LP 53 et LP 74 ont été 
sélectionnés pour déterminer de façon précise leur pouvoir inhibiteur envers le FXa grâce à 
l’étude de leurs paramètres cinétiques d’inactivation ki et KI. 

III.1.2.2. Etude des paramètres cinétiques d'inactivation 

Comme dans le cas de la thrombine, la méthode continue a d’abord été choisie afin de 
déterminer les constantes cinétiques d'inactivation des composés vis-à-vis du FXa. 









 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tableau 20 : Constantes cinétiques d’inactivation sur facteur Xa 

Composés kobs/[I] (M -1.s -1)

m-chloro-phényle (LP 8) 619.5 ± 36.4 

m-bromo-phényle (LP 53) 428 ± 19.3 

2,5-dichloro-phényle (LP 74) 218.5 ± 6.77 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tableau 21 : Constantes cinétiques d’inactivation sur thrombine et sur facteur Xa 

Composés 
Pouvoir inhibiteur 

envers la thrombine
ki/KI  (M -1.s -1)* 

Pouvoir inhibiteur  
envers le FXa 

kobs/[I] (M -1.s -1)* 

2,5-dichloro-phényle (LP 74) 37 000 220 

m-bromo-phényle (LP 53) 10 540 430 

m-chloro-phényle (LP 8) 7720 620 

m-fluoro-phényle (LP 14) 2970 nd 

m-iodo-phényle (LP 51) 1210 nd 

                  *erreurs standards inférieures à 20 % ; nd : non déterminé 
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Figure 55 : Mécanisme d’action hypothétique des coumarines 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 





 

 

 
 
 

Tableau 22 : Expérience de réactivation des complexes thrombine-LP 8 

Activité résiduelle en thrombine 
Temps (min) 

Réactivation spontanée Réactivation en présence 
d’hydrazine 

0 14 % 14 % 

10 19 % 46 % 

25 8 % 32 % 

40 20 % 35 % 

60 5 % 35 % 

120 18 % 35 % 

300 21 % 38 % 

1200 21 % 33 % 
 
 
 
 
 
 

Tableau 23 : Expérience de réactivation des complexes FXa-LP 8 

Activité résiduelle en FXa 
Temps (min) 

Réactivation spontanée Réactivation en présence 
d’hydrazine 

0 10 % 10 % 

10 15 % 34 % 

25 9 % 19 % 

40 7 % 14 % 

60 4 % 17 % 

120 1 % 14 % 

500 4 % 26 % 

1440 2 % 16 % 
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obtenus. Toutes ces études ont été menées sur la thrombine et le FXa avec l’ester m-chloro-
phényle (LP 8).  

III.2.2. Caractérisation des interactions enzyme-inhibiteur 

Selon le mécanisme d’inhibition proposé dans la section précédente, l’inactivation de 
l’enzyme serait due à la formation d’un alkyle-enzyme. Une étude de la nature de la liaison 
formée entre l’enzyme et l’inhibiteur a donc été entreprise. 
 
La dépendance en fonction du temps observée pour l’inhibition des protéases indique la 
formation d’une liaison covalente. Celle-ci peut être définitive ou transitoire. En effet, le 
terme inactivateur caractérisant nos coumarines signifie que celles-ci entraînent une inhibition 
irréversible de l’enzyme. Dans ce contexte, le terme irréversible ne signifie pas que l’enzyme 
ne récupérera jamais son activité, mais que l’inhibition rencontrée persiste un laps de temps 
important après élimination de l’excès d’inhibiteur présent en solution. Une éventuelle 
réactivation spontanée par action du temps des enzymes inactivées a donc été recherchée.  
 
Une inactivation rapide de la thrombine et du FXa a tout d’abord été effectuée avec le LP 8. 
Celle-ci était supérieure à 85 % et 90 % pour la thrombine et le FXa respectivement. Après 
incubation du mélange réactionnel pendant 48 heures, aucune réactivation spontanée des 
enzymes n’a été observée (Tableau 22 et 23). Il y aurait donc formation d’une liaison 
covalente persistante entre l’enzyme et l’inhibiteur et ce, à la fois pour la thrombine et le FXa. 
 
La nature de la liaison covalente peut également être évaluée grâce au traitement de l’enzyme 
inactivée par un nucléophile puissant tel que l’hydrazine. En effet, les liaisons de type acyle 
sont rompues en présence d’hydrazine alors que celles de type alkyle restent stables.  
 
Après ajout d’hydrazine, une réactivation partielle des enzymes s’est rapidement produite 
(Tableau 22 et 23). Ainsi, après 10 minutes, un regain d’activité d’environ 20 et 15 % a été 
observé pour la thrombine et le FXa respectivement. Les activités résiduelles ainsi obtenues 
(en moyenne 35 % pour la thrombine et 20 % pour le FXa) ne semblent pas avoir évolué au 
cours du temps. 
 
Cependant, suivant le mécanisme d’inhibition proposé dans la section  III.2.1 selon lequel 
l’inactivation résulterait de la formation d’un alkyle-enzyme entre l’inhibiteur et l’enzyme au 
niveau de l’histidine catalytique, aucune réactivation ne devrait être observée et ce, avec ou 
sans hydrazine. Pour essayer de mieux comprendre ces résultats, nous avons étudié par 
spectrométrie de masse les complexes enzyme-inhibiteur. 

III.2.3. Caractérisation des complexes enzyme-inhibiteur par spectrométrie 
de masse 

III.2.3.1. Mesure du poids de l’adduit 

La nature des complexes enzyme-inhibiteur peut être déterminée en mesurant la masse 
moléculaire de l’adduit présent sur l’enzyme (Figure 56). Pour ce faire, la masse du complexe 
enzyme-inhibiteur doit être comparée à celle de l’enzyme native. Ces différentes masses ont 
été estimées lors d’une étude en spectrométrie de masse.  
 
Pour cette étude, des complexes enzyme-inhibiteur ont été préparés. Un contrôle comprenant 
l’enzyme native a été réalisé en parallèle. Une mesure d’activité a permis de contrôler  
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Figure 56 : Différences de masse entre les complexes hypothétiques et l’enzyme native    
 
 
 
 
 

942.2

975.0
37+ 1002.2

36+

1030.6
35+

1060.9
34+

1092.9
33+

1127.1
32+

1163.4
31+

1202.2
30+

1243.5
29+

1266.2
29+

1287.9
28+

1317.5

1335.6
27+

1386.9
26+

1417.9

+MS, 10.0-10.6m in (#314-#340)

0

1

2

3

4

5

5x10
Intens.

950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 m/z  
 

Figure 57 : Spectre de masse de la thrombine native : masse observée = 36 036,2 ± 0,8 Da 
 



 

 

910.2

957.7
38+

984.1
38+

1010.6
36+

1039.4
35+

1070.1
34+

1102.5
33+

1136.9
32+

1173.5
31+

1212.5
30+

1254.4
29+

1299.1
28+

1348.5
27+

1373.1

1399.7
26+

+MS, 10.5-10.8m in (#330-#340)

0

2

4

6

5x10
Intens.

950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 m/z  
 

Figure 58 : Spectre de masse de la thrombine inactivée avec le LP 8 :                                  
masse observée = 36 349,4 ± 0,2 Da 
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Figure 59 : Spectre de masse de la thrombine inactivée avec le LP 8 et réactivée en présence 

d’hydrazine : masses observées = 36 285,9 ± 2,0 Da et 36 036,2 ± 0,9 Da 
 
 
 



 

 

 
 
 

Tableau 24 : Masses et différences de masse observées entre les complexes hypothétiques                      
et les enzymes natives  

 

Conditions expérimentales Masses observées  
(Da) 

Différences de masse 
observées par rapport à 

l’enzyme native (Da) 

Thrombine native 
 

36 036,2 ± 0,8 
 

- 

Thrombine inactivée avec le LP 8 36 349,4 ± 0,2 313,2 ± 1,0 

Thrombine inactivée avec le LP 8 
et traitée à l’hydrazine 

36 285,9 ± 2,0 
36 036,2 ± 0,9 

249,7 ± 2,8 
0,2 ± 1,7 

Facteur Xa natif 43 389,8 ± 1,3 - 

Facteur Xa inactivé avec le LP 8 43 704, 8 ± 2,4 315, 0 ± 3,7 
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l’inhibition de l’enzyme. Celle-ci était de plus de 80 et 90 % pour la thrombine et le FXa 
respectivement. Des aliquotes ont ensuite été prélevées afin d’être analysées par spectrométrie 
de masse. 
 
Les spectres de masse obtenus avec la thrombine sont présentés aux figures 57 et 58. 
L’analyse des résultats montre que la thrombine native possède une masse de 36 036,2 ± 0,8 
daltons (Da) (Figure 57). En présence de LP 8, on observe une masse de 36 349,4 ± 0,2 Da 
(Figure 58). Il y a donc une augmentation de la masse de la thrombine de 313,2 ± 1,0 Da 
(Tableau 24). Cette différence de masse est cohérente avec la formation de l’alkyle-enzyme 
biponté ou de l’alkyle-enzyme (Figure 56). Cependant, la technique employée ne permet pas 
de distinguer ces deux complexes.  
 
Des résultats similaires ont été observés pour le FXa (Tableau 24). Sa masse native est de 
43389,8 ± 1,3 Da. Complexé au LP 8, il présente une masse de 43 704,8 ± 2,4 Da, soit un 
accroissement de 315,0 ± 3,7 Da. Il y aurait donc également formation de l’alkyle-enzyme 
biponté ou de l’alkyle-enzyme (Figure 56). 
 
L’enzyme native et les complexes enzyme-inhibiteur ont ensuite été traités à l’hydrazine. Des 
activités résiduelles de 58 et 21 % ont été mesurées pour la thrombine et le FXa 
respectivement. Des aliquotes ont alors été prélevées afin d’être analysées selon la même 
méthode que décrite ci-dessus. 
 
Il a tout d’abord été vérifié que l’hydrazine ne modifiait pas la masse de la thrombine native. 
Ensuite, l’analyse de la thrombine inactivée avec le LP8 et réactivée à l’hydrazine a montré 
l’existence de deux populations: l’enzyme native et un complexe enzyme-inhibiteur (Figure 
59, Tableau 24). Ceci explique la réactivation partielle de la thrombine observée en présence 
d’hydrazine. Le complexe thrombine-LP 8 possède une masse de 36 285,9 ± 2,0 Da, soit une 
augmentation de 249,7 ± 2,8 Da par rapport à l’enzyme native. Cette différence de masse est 
cohérente avec la fixation de deux molécules d’hydrazine sur la coumarine (Figure 60). En 
effet, la fonction carbonyle de la lactone serait attaquée par une molécule d’hydrazine afin de 
former un dérivé de type hydrazide. Il en est de même pour la fonction carbonyle exocyclique 
dont l’attaque entraînerait une perte de la chaîne latérale en position 3 de la coumarine. 
 
En ce qui concerne le FXa, le complexe enzyme-inhibiteur réactivé n’a pu être analysé en 
raison d’un signal ininterprétable. 
 
Suivant les données de la mesure du poids de l’adduit, l’inactivation de la thrombine et du 
FXa par le LP 8 est cohérente avec le mécanisme d’inhibition proposé. Néanmoins, la 
réactivation partielle de la thrombine, confirmée en spectrométrie de masse par la présence 
d’un complexe enzyme-inhibiteur et de l’enzyme native, reste mystérieuse. En effet, le retour 
de l’enzyme native en présence d’hydrazine devrait être due à la formation d’un acyle-
enzyme. Or, celui-ci n’est pas observé lors de l’analyse des complexes enzyme-inhibiteur. De 
plus, il semble peu probable qu’un alkyle-enzyme puisse être réactivé. 
 
Au vu de ces résultats surprenants, nous avons voulu identifier l’acide aminé de l’enzyme sur 
lequel se fixe l’inhibiteur. A cette fin, des études de digestion enzymatique et d’analyse par 
spectrométrie de masse des peptides obtenus ont été entreprises. 
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III.2.3.2. Détermination du site de fixation de l’inhibiteur 

III.2.3.2.1. Approche théorique 
Afin de déterminer le site de fixation de l’inhibiteur, nous avons utilisé pour la thrombine et le 
FXa l’approche générale décrite ci-dessous. L’enzyme native et les complexes enzyme-
inhibiteur ont été digérés en solution à l’aide de deux enzymes de séquençage : la trypsine ou 
la chymotrypsine. Les peptides ainsi obtenus ont été analysés à l’aide de deux spectromètres 
de masses présentant des fonctionnalités différentes et complémentaires, le MALDI ou le Q-
TOF2 selon les conditions de digestion utilisées. 
 
En se basant sur une digestion théorique de l’enzyme, nous avons tout d’abord essayé de 
repérer les peptides d’intérêt de l’enzyme native, à savoir les peptides comprenant la Ser195 
ou l’His57 (suivant la notation du chymotrypsinogène). Afin de confirmer qu’ils s’agissaient 
bien de nos peptides d’intérêt, nous avons tenté de les séquencer. Ensuite, nous avons essayé 
de savoir si ces mêmes peptides d’intérêt présentaient une différence de masse en présence de 
l’inhibiteur : + 348 Da pour les peptides contenant la Ser195 et + 312 Da pour les peptides 
contenant l’His57.  
 
Par ailleurs, nous n’excluons pas la possibilité que l’inhibiteur se fixe sur un autre acide 
aminé de l’enzyme que l’His57. Nous avons donc vérifié que tous les peptides se retrouvant 
uniquement dans le profil de digestion du complexe enzyme-inhibiteur ne correspondaient pas 
à un peptide de l’enzyme native augmenté de 312 Da. 

III.2.3.2.2. Résultats expérimentaux 
De manière à ne pas altérer la fixation de l’inhibiteur, nous avons tout d’abord digéré la 
thrombine native dans un état non dénaturé. Théoriquement, nous pouvions donc obtenir, en 
plus des peptides classiques, des dipeptides reliés par un pont disulfure. Ces derniers 
comprenaient également nos acides aminés d’intérêt. La digestion a été réalisée à l’aide de la 
trypsine pendant 24 heures et a été suivie d’une analyse en MALDI. Il est ainsi apparu que le 
rendement de la digestion était faible et que son profil n’était pas reproductible. Ces résultats 
pourraient être dus au fait que dans cet état non dénaturé les sites de clivage de la thrombine 
sont peu accessibles à la trypsine. 
 
Nous avons donc ajouté au tampon de digestion du RapiGest SF. Il s’agit d’un dénaturant 
doux qui solubilise et déplie les protéines afin de les rendre plus facilement accessibles aux 
enzymes de digestion. Après 2 heures de digestion à la trypsine en présence de RapiGest SF, 
nous n’avons obtenus que certains de nos peptides et dipeptides d’intérêt. Ceux-ci 
présentaient des hautes masses. Dès lors, seul une faible précision de masse a été obtenue lors 
de leur analyse en MALDI. 
 
Une analyse en Q-TOF2 de ces peptides d’intérêt a donc été entreprise. Cependant, celle-ci 
s’est avérée laborieuse. En effet, les peptides d’intérêt étaient 4 à 5 fois chargés. Dans ces 
conditions, il est difficile de séquencer  les pics obtenus et de les interpréter.  
 
Nous avons ensuite digéré le complexe thrombine-inhibiteur avec la trypsine en présence de 
RapiGest SF. L’analyse des peptides a été faite en MALDI et en Q-TOF2. Dans cette étude, 
nous espérions voir apparaître un pic présentant une différence de masse cohérente avec le 
mécanisme d’inhibition proposé et voir disparaître le pic correspondant à ce même peptide 
dans son état non complexé à l’inhibiteur. Cependant, bien que certains peptides soient 
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apparus, il n’a pas été possible de les identifier car ceux-ci ne présentaient pas les différences 
de masse attendues. De plus, ils étaient multichargés et donc difficiles à séquencer. 
 
Les mêmes expériences ont été réalisées avec le FXa et ont donné des résultats semblables. 
Ainsi, en présence de trypsine et de RapiGest SF, la comparaison des profils de digestion 
obtenus en MALDI ou en Q-TOF2 avec l’enzyme native et le complexe enzyme-inhibiteur 
n’a pas permis de mettre en évidence la présence d’un peptide présentant une différence de 
masse cohérente avec le mécanisme d’inhibition proposé. 
 
Au vu de ces résultats décevants, nous avons décidé d’effectuer une digestion classique avec 
clivage des ponts disulfures. Les ponts disulfures des enzymes ont été réduits à l’aide de DTT 
et alkylés en présence d’iodoacétamide avant la digestion enzymatique proprement dite. Les 
échantillons ont ensuite été analysés à l’aide du Q-TOF2. 
 
La thrombine prétraitée au DTT et à l’iodoacétamide a été digérée pendant 90 minutes avec la 
trypsine. Dans ces conditions, aucun des peptides d’intérêt n’a été repéré. En présence de LP 
8, de nouveaux peptides sont apparus. Cependant, ceux-ci ne présentaient pas les différences 
de masse attendues. De plus, ils étaient difficiles à séquencer en raison de la présence de 4 à 5 
charges. 
 
La digestion trypsique du FXa dénaturé au DTT et à l’iodoacétamide a permis quant à elle de 
voir certains peptides d’intérêt. Cependant, en présence de l’inhibiteur, ceux-ci ne 
présentaient pas de différence de masse. De plus, aucun autre nouveau peptide ne présentait 
une différence de masse cohérente avec l’hypothèse du mécanisme d’inhibition. 
 
Les essais de digestion trypsique des enzymes natives et des complexes enzyme-inhibiteur 
n’ont donc pas permis de trouver assez de peptides d’intérêt ni de voir des différences 
interprétables entre les profils de digestion. Nous avons donc testé une autre enzyme de 
digestion : la chymotrypsine.  
 
Avec cette enzyme, il n’a pas été possible malgré l’ajout de RapiGest SF de digérer les 
enzymes natives et ce, que ce soit dans le cas de la thrombine ou du FXa.  
 
Lors de la digestion classique de la thrombine et du FXa préalablement traités au DTT et à 
l’iodoacétamide, des digestions peu reproductibles ont été observées avec la chymotrypsine. 
 
Par ailleurs, des expériences de séquençage des peptides de la thrombine ont montré que la 
chymotrypsine travaillait de manière peu spécifique. En effet, celle-ci agit non seulement au 
niveau de ses sites de clivage habituels (Tyr, Phe, Trp) mais également dans une moindre 
mesure au niveau d’autres sites tels que les leucines, les méthionines et les histidines. La 
chymotrypsine ne semble donc pas être une enzyme de digestion adéquate pour notre étude. 
 
De plus, le séquençage de certains peptides a montré que la séquence théorique de la 
thrombine sur laquelle nous nous basions dans l’identification des peptides ne correspondait 
pas totalement à la séquence observée. Ce problème rendait donc notre approche très difficile. 
 
A l’état actuel du travail, nous n’avons donc pas pu déterminer la nature du site de fixation de 
l’inhibiteur sur l’enzyme. Néanmoins, des études complémentaires devraient permettre de 
l’identifier et ainsi de mieux comprendre le phénomène de réactivation observé lors des 
expériences de la section précédente. 
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III.3. Conclusions et perspectives 

III.3.1. Conclusions 

Les maladies cardiovasculaires représentent un problème de santé publique mondial. Ce type 
de pathologie est déclenché par la formation d’un thrombus au niveau d’un site de lésion 
vasculaire. La formation de ce thrombus implique à la fois le processus d’agrégation 
plaquettaire et la cascade de la coagulation. Les thérapies antiplaquettaires et anticoagulantes 
sont donc largement utilisées dans la prévention et le traitement des accidents 
cardiovasculaires. Cependant, les médicaments actuellement disponibles sur le marché 
présentent de nombreux effets secondaires et d’importantes limitations d’utilisation. Dès lors, 
de nouvelles approches sont constamment en cours d’évaluation. Parmi celles-ci, la 
conception d’inhibiteurs directs et sélectifs des protéases à sérine de la cascade de la 
coagulation semble très prometteuse. En effet, la thrombine et le FXa représentent des cibles 
attractives pour le développement d’agents antithrombotiques. 
 
Dans le cadre de ce travail, une évaluation biologique in vitro de coumarines 3,6-disubtituées 
en tant qu’inhibiteurs de protéases à sérine de la cascade de la coagulation, et plus 
particulièrement de la thrombine et du FXa, a été réalisée. Celle-ci s’est focalisée sur deux 
axes : l’étude du pouvoir inhibiteur des coumarines sur enzyme isolée d’une part et l’étude de 
leur mécanisme d’inhibition d’autre part. 
 
Les études de criblage nous ont tout d’abord permis de sélectionner les composés les plus 
actifs sur thrombine et sur FXa. Il est ainsi apparu que les esters benzéniques monosubstitués 
en meta par un groupement halogène (LP 53 > LP 8 > LP 51 > LP 14 pour la thrombine et LP 
8 > LP 53 pour le FXa) présentaient un pouvoir inhibiteur de thrombine et de FXa. Parmi les 
dérivés disubstitués, seul l’ester 2,5-dichoro-phényle (LP 74) exerçait un pouvoir inhibiteur 
sur les deux enzymes. Il a également été démontré que la présence d’une fonction 
chlorométhyle en position 6 et d’un lien ester entre la coumarine et la chaîne latérale en 
position 3 était indispensable à l’activité inhibitrice et ce, à la fois pour la thrombine et le 
FXa. 
 
Ensuite, le pouvoir inhibiteur des composés s’étant révélés les plus actifs lors des tests de 
criblage a été défini de manière précise par la mesure des constantes cinétiques d’inactivation 
ki et KI. Les résultats de cette étude ont montré que l’ester 2,5-dichloro-phényle était le 
composé le plus actif sur thrombine avec un ki/KI d’environ 37000 M-1.s-1. Il est suivi des 
dérivés m-bromo-phényle et m-chloro-phényle présentant des pouvoirs inhibiteurs proches 
(10540 et 7720 M-1.s-1 respectivement). Ces composés possèdent également un faible pouvoir 
inhibiteur de FXa (220, 430 et 620 M-1.s-1 respectivement). 
 
La deuxième partie de ce travail s’est focalisée sur l’étude du mécanisme d’inhibition de nos 
coumarines vis-à-vis de la thrombine et du FXa. Par l’étude de criblage, nous avons tout 
d’abord mis en évidence l’importance de la fonction chlorométhyle en position 6. En effet, le 
remplacement de celle-ci par un autre groupement entraîne une perte totale du pouvoir 
inhibiteur et ce, à la fois envers la thrombine et le FXa. Ces données sont en accord avec le 
mécanisme d’inhibition hypothétique proposé. 
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liaison au sein de l'enzyme. Nous pourrions ainsi également déterminer si l’attaque du 
groupement carbonyle de la fonction lactone par la Ser195 du site actif de l’enzyme est 
cohérente avec le mode de liaison privilégié envisagé. De plus, les résidus nucléophiles 
susceptibles d’interagir avec l’intermédiaire méthylène quinone pourraient être identifiés. 
Enfin, nous espérons que cette étude, en déterminant les éléments structuraux clés 
responsables du pouvoir inhibiteur de nos composés, permettra de proposer des 
pharmacomodulations de nos coumarines et d’initier la synthèse de nouveaux dérivés. Une 
étude similaire pourrait également être menée sur le FXa. Celle-ci permettrait d’augmenter 
l’efficacité de nos composés mais aussi de proposer des structures chimiques sélectives envers 
l’une ou l’autre enzyme. 
 
En outre, des expériences de cocristallisation et de diffraction aux rayons X des enzymes 
étudiées complexées à nos coumarines pourraient être envisagées. Celles-ci nous 
permettraient de confirmer les résultats obtenus par modélisation moléculaire. 
 
Par ailleurs, une évaluation biologique de nos composés sur un modèle in vivo de thrombose 
est également projetée. Dans ce modèle, décrit par Kurz [Kurz, et al., 1990] et modifié par 
Dogné [Dogne, et al., 2004], une thrombose artérielle est induite chez le rat par application 
locale de chlorure ferrique au niveau de l’artère abdominale. Un éventuel effet 
antithrombotique de la drogue administrée par injection intrapéritonéale deux heures avant le 
déclenchement de la thrombose est alors recherché. Celui-ci est évalué grâce à la mesure du 
poids du thrombus formé et à l’analyse de la composition de ce dernier. 
 
Enfin, comme il a été évoqué dans l’introduction, le FVIIa représente également une cible 
attractive pour le développement d’agents anticoagulants. Nous avons donc décidé de tester 
nos composés sur cette enzyme. Un test de criblage sur enzyme isolée a été mis au point.  
 
Lors du développement de ce test, une étude des différents paramètres de l’expérience a été 
réalisée. Celle-ci vise tout d’abord à déterminer les concentrations optimales en enzyme et 
substrat nécessaires à l’obtention d’un témoin facilement exploitable. Celui-ci est réalisé en 
absence d’inhibiteur et représente une activité résiduelle de l’enzyme de 100 %. Cette activité 
protéolytique doit être suffisamment importante pour qu’en présence de la coumarine, un 
éventuel effet inhibiteur puisse être quantifié. En effet, une évaluation du pouvoir inhibiteur 
n’est possible que si l’activité protéolytique de l’enzyme est soumise à des variations assez 
grandes que pour être mesurées. 
 
Toutefois, la détermination de la concentration en FVIIa nécessaire s’est avérée difficile. En 
effet, le FVIIa exerce à lui seul une activité enzymatique faible. L’obtention d’une activité 
maximale du FVIIa requiert la présence de son cofacteur, le TF. L’association du TF au FVIIa 
provoque une modification allostérique du site actif du FVIIa qui voit son activité 
protéolytique fortement augmentée. Ainsi, la concentration en TF, le rapport 
enzyme/cofacteur mais également le temps de formation des complexes FVIIa/TF ont dû être 
déterminés. 
 
En outre, pour que notre test soit valable, la concentration en inhibiteur doit être en large 
excès par rapport à celle de l’enzyme. Au vu de la faible solubilité de nos inhibiteurs, la 
concentration en FVIIa doit donc être relativement faible. Une concentration importante en 
TF a ainsi été nécessaire pour obtenir une activité protéolytique suffisante. 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Tableau 25 : Test de criblage sur facteur VIIa 

Composés Activité résiduelle  
du FVIIa  

m-bromo-phényle (LP 53) 66 ± 12 % 

2,5-dichloro-phényle (LP 74) 73 ± 5 % 
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La concentration en substrat est également importante puisqu’elle permet de mesurer l’activité 
enzymatique. Ainsi, l’activité protéolytique observée est proportionnelle à la concentration en 
substrat : plus la concentration en substrat est élevée, plus l’activité enzymatique observée est 
grande. Cependant, à haute concentration en substrat, un phénomène de saturation apparaît. 
Une augmentation de la concentration en substrat ne permet alors pas d’accroître davantage 
l’activité protéolytique. Habituellement, la concentration en substrat utilisée est proche de 
cette saturation. Par ailleurs, il n’existe à l’heure actuelle aucun substrat présentant une forte 
affinité pour le FVIIa. Ainsi, le Pefachrome VIIa possède, d’après les données du fournisseur, 
un Km de 456 µM. Dès lors, une concentration importante en substrat doit être utilisée. 
 
En tenant compte de toutes ces contraintes, les différents paramètres du test ont été fixés 
comme suit : température = 37°C, temps de formation des complexes FVIIa/TF= 2 minutes, 
temps d’incubation des complexes FVIIa/TF avec l’inhibiteur = 10 minutes, [FVIIa] = 36 nM, 
[TF] = 67,5 nM, [I] = 10 µM et [Pefachrome VIIa] = 1 mM. 
 
Dans ces conditions, deux composés ont été testés : le 2,5-dichloro-phényle (LP 74) et le m-
bromo-phényle (LP 53) (Tableau 25). Il est ainsi apparu que ces deux dérivés possédaient une 
faible activité inhibitrice de FVIIa (LP 74 : 73 % et LP 53 : 66 %). Cependant, il est clair que 
ces résultats de criblage ne constituent qu’une étude préliminaire du pouvoir inhibiteur et que 
les conditions du test doivent encore être optimalisées. Lors de cette optimalisation, une 
attention particulière sera portée aux rapports FVIIa/TF et FVIIa/inhibiteur, les deux 
paramètres les plus critiques pour la validité du test de criblage. Ces résultats encourageants 
nous laissent néanmoins penser que d’autres de nos composés pourraient être actifs envers le 
FVIIa. 
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Liste des abréviations 
 
ACE Enzyme de conversion de l'angiotensigène 
ADP Adénosine diphosphate 
Ala Alanine  
AMP Adénosine monophosphate 
AMPc Adénosine monophosphate cyclique 
ANP Peptide natriurétique atrial 
APC Protéine C activée 
Asp Aspartate  
AT III Antithrombine III 
BSA Albumine sérique bovine 
Ca2+ Calcium  
CaCl2 Chlorure de calcium 
CO2 Dioxyde de carbone 
Cys Cystéine  
Da Daltons  
dA Différence d'absorbance 
DO Densité optique 
DTT Dithiothréitol 
E Enzyme  
EDTA Acide éthylènediaminetétraacétique 
EGF Epidermal Growth Factor 
EGF "Epitelial growth factor" 
Ei Enzyme inhibée de façon irréversible 
ESI Electrospray ionisation 
FIX Facteur IX  
FIXa Facteur IX activé 
FPA Fibrinopeptide A 
FPB Fibrinopeptide B 
FV Facteur V  
FVa Facteur V activé 
FVIIa Facteur VII activé 
FVIII Facteur VIII 
FVIIIa Facteur  VIII activé 
FXa Facteur X activé 
FXa Facteur X activé 
FXI Facteur XI  
FXIa Facteur XI activé 
FXII Facteur XII  
FXIIa Facteur XII activé 
FXIII Facteur XIII 
FXIIIa Facter XIII activé 
Gla Gamma-carboxyglutamate 



 



 

 

Gly  Glycine  
GP Ib-IX Glycoprotéine Ib-IX 
GP IIb-
IIIa Glycoprotéine IIb-IIIa 
GP VI Glycoprotéine VI 
Hepes Acide 2-[4-(2-Hydroxyéthyl)-1-pipérazine]éthanesulfonique 
His Histidine  
HIV Virus d'immonudéficience humaine 
HMWK Kinogène de haut poids moléculaire 
HPLC Chromatographie liquide à haute performance 
I Inhibiteur  
Il-1 Interleukine-1 
Ile Isoleucine  
kcat Constante catalytique 
kDa kilodaltons  
ki Constante de vitesse de premier ordre pour l'inactivation à concentration infinie en 

inhibiteur 
KI Constante apparente de dissociation d'un complexe enzyme-inhibiteur situé en amont du ki 
Km Constante de Michaelis-Menten 
LC/MS "Liquid chromatography/mass spectrometry" 
LDL Lipoprotéine de faible densité 
M Moles.L-1  
MALDI "Matrix-assited laser desorption ionization" 
min Minutes  
NA Nitroanilide  
NaCl Chlorure de sodium 
NO Monoxyde d'azote 
O2 Oxygène  
P Produit  
PAF Facteur activateur de plaquettes 
PAI 1 Inhibiteur des activateurs de plasminogène de type 1 
PAI 2 Inhibiteur des activateurs de plasminogène de type 2 
PAR "Protease-activated receptor " 
PC Protéine C  
PEG Polyéthylène glycol 
PGI2 Prostacycline 
PPACK D-Phe-Pro-Arg-chlorométhylecétone 
S Substrat  
Ser Sérine  
Serpine "Serine protease inhibitor" 
SIDA Syndrome d'immunodéficience acquise 
TAFI Inhibiteur de fibrinolyse activable par la thrombine 
TAP "Tick anticoagulant peptide" 



 



 

 

TF Facteur tissulaire 
TFPI Inhibiteur de la voie du facteur tissulaire 
Thr Thréonine  
THR Thrombine  
tPA Activateur de plasminogène de type tissulaire 
Tris Tris(hydroxyméthyl)aminométhane 
TXA2 Thromboxane A2 
uPA Activateur de plasminogène de type urinaire, urokinase 
v Vitesse  
v/v Volume/volume 
vWF Facteur de von Willebrand 

 



 




