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INTRODUCTION 

 
 
  

La vitamine K désigne une famille de micro-nutriments essentiels à la vie des 

organismes mammifères. En effet, la vitamine K est un cofacteur de l͛aĐtiǀatioŶ de plusieuƌs 

protéines vitamine K-dépendantes hépatiques impliquées dans le processus de la 

ĐoagulatioŶ saŶguiŶe. Mais soŶ ƌôle Ŷe s͛aƌƌġte pas là. En effet, il existe également des 

protéines vitamine K-dépendantes non impliquées dans la coagulation, à localisation extra-

hépatiques, impliquées dans le contrôle de la croissance osseuse, la lutte contre les 

calcifications vasculaires ou encore le métabolisme énergétique. 

Cette ǀitaŵiŶe K est paƌfaiteŵeŶt ƌeĐǇĐlĠe daŶs l͛oƌgaŶisŵe, gƌâĐe à l͛aĐtioŶ d͛une 

enzyme, la vitamine K époxyde réduĐtase VKORCϭ. C͛est Đette eŶzǇŵe Ƌui se tƌouǀe ġtƌe la 

Điďle des tƌaiteŵeŶts aŶtiĐoagulaŶts utilisĠs Đhez l͛hoŵŵe, ŵais suƌtout des pƌoduits 

rodenticides, très utilisés dans le monde. Un gène paralogue à celui codant pour cette 

enzyme, code pour une enzyme proche, nommée VKORC1L1, et surtout exprimée dans les 

tissus extra hépatiques. Mais le rôle de cette enzyme est encore très mal connu. Ce travail a 

pouƌ aŵďitioŶ d͛aider à découvrir son ou ses rôles. 

En effet, le travail de recherche réalisé daŶs Đette thğse a pouƌ ďut d͛aider à 

identifier, si cela est possible, le ou les ƌôles de Đette eŶzǇŵe daŶs l͛oƌgaŶisŵe. Pouƌ Đe faiƌe, 

nous avons essayé de trouver une molécule Đapaďle d͛iŶhiďeƌ VKORCϭLϭ, ŵais saŶs iŶhiďeƌ 

l͛aĐtiǀitĠ de VKORCϭ. La diffiĐulté réside dans le fait que les deux enzymes sont relativement 

proches et donc que leurs substrats et leurs inhibiteurs ont des structures similaires, leur 

conférant des propriétés proches, à la fois dans leur activité enzymatique ou dans leur 

inhibition. Nous verrons dans cette étude que VKORC1 et VKORC1L1, bien que proches, 

diffèrent en plusieurs points. 

Enfin, suite à ce constat, nous réaliserons un screening des différentes molécules 

inhibitrices à notre disposition, afin de pouvoir sélectionner, si elles existent, les molécules 

d͛iŶtĠƌġt. Cela nous permettrait de réaliser un K-O chimique sur cette enzyme chez des rats 

ou des souris, et de pouvoir ainsi identifier le ou les systèmes touchés, et donc le ou les rôles 

de la VKOR-like. 
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I. La vitamine K : une vitamine aux multiples fonctions 

a. Histoire 

 

La vitamine K a été mise en évidence par le chercheur biochimiste danois Carl Peter 

HeŶƌik Daŵ. EŶ effet, ǀeƌs la fiŶ des aŶŶĠes ϭϵϮϬ, aloƌs Ƌu͛il Ġtudiait le ƌôle du cholestérol en 

ŶouƌƌissaŶt des poulets aǀeĐ uŶe aliŵeŶtatioŶ pauǀƌe eŶ lipides, il ĐoŶstate Ƌu͛apƌğs 

plusieurs semaines de régime, ces animaux souffrent de nombreuses hémorragies 

persistantes (même après ajout de cholestérol dans leur alimentation). Il lui apparait alors 

ĠǀideŶt Ƌu͛eŶ plus du ĐholestĠƌol, uŶe autƌe suďstaŶĐe a ĠtĠ ƌetiƌĠe de l͛aliŵeŶtatioŶ et Ƌue 

cette substance a un rôle dans la coagulation. Cette découverte fut publiée en allemand, où 

cette molécule fut désignée par le terme Koagulation vitamin et reçoit donc la lettre K (Dam, 

1935). 

EŶ ϭϵϯϲ, le DoĐteuƌ Daŵ paƌǀieŶt à puƌifieƌ la ǀitaŵiŶe K à paƌtiƌ de luzeƌŶe ŵais Đ͛est 

seulement en 1939 que le Dr Edward Doisy publie sa synthèse chimique. Ces deux 

scientifiques se partagèrent le prix Nobel de médecine en 1943 pour leurs travaux sur la 

vitamine K. 

C͛est uŶe ǀitaŵiŶe liposoluďle, ƌĠsistaŶte à la Đhaleuƌ ŵais dĠtƌuite paƌ la luŵiğƌe. Elle est 

dĠĐƌite Đoŵŵe uŶ ŵiĐƌoŶutƌiŵeŶt esseŶtielleŵeŶt appoƌtĠ paƌ l͛aliŵeŶtatioŶ, ĠtaŶt doŶŶĠ 

que nous ne sommes pas capables de le synthétiser. En effet, même si certaines bactéries de 

notre flore intestinale produisent de la vitamine K, la contribution de ces bactéries dans le 

statut ǀitaŵiŶiƋue ƌeste uŶe hǇpothğse ŶoŶ ǀĠƌifiĠe. Pouƌ l͛hoŵŵe, l͛appoƌt jouƌŶalier en 

ǀitaŵiŶe K doit ġtƌe d͛eŶǀiƌoŶ ϭ µg/kg, eŶ se ďasaŶt uŶiƋueŵeŶt suƌ les ďesoiŶs de la 

coagulation sanguine. 

b. La vitamine K sous toutes ses formes 

 

Trois formes de la vitamine K sont actuellement décrites : ce sont toutes des 

quinones car elles présentent dans leur structure chimique une naphtoquinone (2-méthyl-

1,4-naphtoquinone) nécessaiƌe auǆ tƌaŶsfeƌts d͛ĠleĐtƌoŶs ;figure 1).  

 

                                                               

Figure 1 : Noyau 2-méthyl-1,4-naphtoquinone 
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Cette naphtoquinone est substituée en position 3 par une chaîne latérale carbonée qui 

détermine la divergence de propriétés de chacune de ces vitamines : 

 

▪ La vitamine K1 (figure 2) : sa chaîne latérale est une chaîne phytyle. Egalement 

appelée phylloquinone, elle est retrouvée dans les membranes des chloroplastes de 

certains légumes verts. Peu absorbée, sa contribution dans le statut vitaminique est 

sans doute suƌestiŵĠe. IŶsoluďle daŶs l͛eau, elle est soluďle daŶs les gƌaisses et se 

présente (quand elle est pure) sous la foƌŵe d͛uŶe huile de Đouleuƌ jauŶe. 

 

▪ La vitamine K2 (figure 2) : appartenant au groupe des ménaquinones (MK), elle est 

retrouvée dans les aliments fermentés tels que le fromage. Son absorption est 

meilleure que celle de la vitamine K1. La différence structurale de ces deux vitamines 

se situe au niveau de leur chaîne aliphatique. Cette chaine latérale des vitamines K2 

est ĐoŵposĠe d͛uŶ Ŷoŵďƌe ǀaƌiaďle d͛uŶitĠs teƌpĠŶoïde. Toujours lipophiles, les 

chaines les plus longues donnent les molécules les plus hydrophobes et la vitamine 

K2 contient habituellement de 4 à 14 unités isoprène. Chez les animaux, cette chaîne 

latĠƌale Đoŵpoƌte toujouƌs Ƌuatƌe isopƌğŶes, d͛où le Ŷoŵ de MK-4, tandis que la MK-

7 (chaîne latérale à 7 isoprènes) est majoritaire dans le spectre des ménaquinones 

présentes dans le soja. Par ailleurs, la forme MK-4 peut être alkylée à partir des 

autres isoformes de ménaquinone appoƌtĠes paƌ l͛aliŵeŶtatioŶ. De même, dans 

certains tissus spécifiques, la MK-4 peut être synthétisée à partir de la phylloquinone.  

 

Apƌğs aďsoƌptioŶ daŶs les iŶtestiŶs, la ǀitaŵiŶe K ;Ŷ͛aǇaŶt pas de tƌaŶspoƌteuƌ 

plasmatique spécifique) est transportée par des lipoprotéines. La différence de 

liposolubilité des vitamines K1 et K2 peut expliquer leurs différences dans le 

transport ou encore la demi-vie. Par ailleurs, la vitamine K1 apparait être utilisée 

pƌioƌitaiƌeŵeŶt daŶs le foie taŶdis Ƌue la ǀitaŵiŶe KϮ s͛aĐĐuŵuleƌait 

préférentiellement dans les artères ou d͛autres localisations extra-hépatiques 

(Spronk et al, 2003). La vitamine K1 serait préférentiellement transportée par des 

lipoprotéines riches en triglycérides et délivrée au niveau hépatique, tandis que la 

vitamine KϮ est tƌaŶspoƌtĠe paƌ des LDL et HDL jusƋu͛à d͛autƌes oƌgaŶes Điďles 

(Beulens et al., 2009). Ainsi, Beulens décrit une relation entre vitamine K2 et tissus 
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extra-hĠpatiƋues suite à l͛oďseƌǀatioŶ d͛uŶe aĐĐuŵulatioŶ et uŶe utilisatioŶ de la 

vitamine K2 plus importante que celle de la vitamine K1 dans ces tissus. 

 

▪ La vitamine K3 (figure 2) : moins connue et moins étudiée, cette vitamine est une 

foƌŵe uŶiƋueŵeŶt sǇŶthĠtiƋue, Ƌui se diffĠƌeŶĐie des deuǆ autƌes paƌ l͛aďseŶĐe de 

chaîne aliphatique. Ne disposant pas de « chaîne latérale », elle est soluble dans 

l͛eau, et ĐoŶǀeƌtie eŶ ǀitaŵiŶe K2 dans les tissus spécifiques ; elle possède une 

aĐtiǀitĠ ďiologiƋue Ϯ à ϯ fois supĠƌieuƌe auǆ ǀitaŵiŶe Kϭ et KϮ, ŵais elle Ŷ͛est plus 

guğƌe utilisĠe daŶs l͛aliŵeŶtatioŶ huŵaiŶe des paǇs dĠǀeloppĠs eŶ ƌaisoŶ d͛effets 

secondaires délétères (nausées, vomissements, anémie hémolytique, asthénie, 

faiblesse, vertiges, ŵĠlaŶodeƌŵie toǆiƋue, suƌtout Đhez les patieŶts souffƌaŶt d͛uŶe 

insuffisance hépato-ĐellulaiƌeͿ. Plusieuƌs ŵĠdiĐaŵeŶts à ďase de Kϯ oŶt d͛ailleuƌs ĠtĠ 

retirés du marché. 

 

 

Figure 2 : Formule chimique des différentes formes de la vitamine K  

;d͛apƌğs Moreau et al., 2012) 

 

c. Différentes fonctions 

 

En 1974, le professeur Stenflo ainsi Ƌue l͛ĠƋuipe de NelsestueŶ oŶt siŵultaŶĠŵeŶt 

décrit un acide aminé inhabituel gamma-carboxyglutamate (Gla) dans la prothrombine 

;faĐteuƌ II de la ĐoagulatioŶͿ. Ils oŶt dĠĐƌit Ƌue Đe Gla ƌĠsulte d͛uŶe ĐaƌďoǆǇlatioŶ post-

traductionnelle des résidus glutamate (Glu). Cette réaction est catalysée par la gamma-
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glutamyl-carboxylase (GGCX) et nécessite un cofacteur, la vitamine K sous sa forme réduite 

(hydroquinone). Les protéines subissent cette modification sont alors appelées protéines 

vitamine K dépendantes (PVKD). Ces protéines sont caractérisées par la présence dans leur 

stƌuĐtuƌe d͛uŶ doŵaiŶe ƌiĐhe en acide glutamique. La gamma-carboxylation de ces acides 

aminés permet de fonctionnaliser ces protéines. La structure di-carboxylique des résidus « 

Gla » ;aŶalogue à Đelle oďseƌǀĠe daŶs l͛EDTAͿ peƌŵet de ĐƌĠeƌ des liaisoŶs saliŶes tƌğs 

intenses avec des cations divalents et en particulier avec le calcium ionisé. La présence des 

résidus Gla au sein du domaine dit « Gla » est donc indispensable pour la liaison des ions 

calcium. Ainsi, les fonctions de la vitamine K peut être assimilée à celles des protéines qu͛elle 

active. 

La pƌiŶĐipale ǀitaŵiŶe K appoƌtĠe paƌ l͛aliŵeŶtatioŶ est la phǇlloƋuiŶoŶe ;>ϵϬ%Ϳ. CeĐi laisse 

penser que la forme majeure de la vitamine K utilisée comme co-substrat de la gamma-

carboxylation est la vitamine K1. Néanmoins, certaines ménaquinones peuvent également 

remplir ce rôle (Reedstrom et Suttie, 1995). 

 

Par ailleurs, plusieurs études montrent que la vitamine K a des effets spécifiques 

indépendants de la réaction de gamma-carboxylation. Parmi ces fonctions directes de la 

vitamine K, une étude a montré le rôle de la MK-ϰ daŶs l͛iŶhiďitioŶ de la sǇŶthğse de 

prostaglandine E2, un agent inducteur de la résorption osseuse dans des cultures 

d͛ostĠoďlastes ;Koshihaƌa et al., ϭϵϵϯͿ. La MK-4 inhibe également la formation de cellules 

ostéoclastiques daŶs des Đellules dĠƌiǀĠes de la ŵoelle osseuse ;Haƌa et al., ϭϵϵϱͿ. D͛autƌes 

études montrent que cette MK-4 inhibe la croissance de certains types de cellules 

cancéreuses. Quelques études concluent, par ailleurs, sur une relation inverse entre le taux 

de vitamine K et la réponse inflammatoire (Reddi et al., 1995). Enfin, la vitamine K apparait 

directement impliquée dans la prévention de dommages oxydatifs (Li et al., 2003), ainsi que 

daŶs l͛aĐtiǀitĠ eǆoĐƌiŶe du paŶĐƌĠas ;Thoŵas et al., ϮϬϬϰͿ. 

 

L͛utilisation de la vitamine K en médecine débuta au moment même où une forme 

pure fût disponible. Dans un premier temps, les patieŶts souffƌaŶt d͛iĐtğƌe et de problèmes 

biliaires conduisant à une tendance aux saignements ont été traités avec de la vitamine K. Le 

traitement prophylactique des nouveau-nés avec de la vitamine K est rapidement devenu un 

des axes principaux de l'utilisation thérapeutique pour prévenir les saignements excessifs à 

la naissance et est encore administré à cet effet aujourd'hui. 
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II. Vitamine K et activation des PVKD 

a. Les différentes PVKD 

 

A ce jour, 16 PVKD ont été citées dans la littérature. Pendant de nombreuses années, 

on a attribué aux PVKD un rôle physiologique exclusivement dans la coagulation sanguine. 

EŶ effet, ϳ d͛eŶtƌe elles soŶt sǇŶthĠtisées dans le foie, organe centrale de la coagulation. 

L͛ideŶtifiĐatioŶ de ϵ autƌes pƌotĠiŶes ĐoŶteŶaŶt des ƌĠsidus ĐaƌďoǆǇglutaŵate a peƌŵis 

d͛oƌieŶteƌ les ƌeĐheƌĐhes suƌ de Ŷouǀelles foŶĐtioŶs de la ǀitaŵiŶe K ;tels Ƌue la pƌĠǀeŶtioŶ 

de la calcification vasculaire ou le métabolisme énergétique). Toutes ces fonctions 

nécessitent la fixation du calcium via le domaine Gla de ces PVKD. La présence de plusieurs 

domaines Gla permet une meilleure coordination et une affinité plus grande pour la fixation 

du calcium (Stenflo, 1999). Ceci stabilise la structure tertiaire et permet ainsi au domaine Gla 

de se fixer à la surface cellulaire (Berkner et Runge, 2004). Si la majorité de ces protéines 

sont des sérine-pƌotĠases, tƌois d͛eŶtƌe elles soŶt des tǇƌosiŶe-kinases.  

 

Pour la suite, nous répartirons les PVKD selon deux familles : les protéines vitamine K 

dépendantes hépatiques et les protéines vitamine K dépendantes extra-hépatiques. 

 

i. Hépatiques : rôle dans la coagulation 

 

La coagulation débute presque instantanément après une brèche au niveau de la 

paroi endothéliale des vaisseaux sanguins. Les plaquettes forment immédiatement un clou 

pour bloquer le saignement : c'est l'hémostase primaire. L'hémostase secondaire débute au 

même moment : des protéines plasmatiques appelées « facteurs de coagulation » réagissent 

dans une cascade complexe pour former des fibres de fibrine, qui renforcent le clou 

plaquettaire. 

La cascade de coagulation (Figure 3) est constituée de deux voies qui mènent à la 

formation de cette fibrine. Ces deux voies sont la voie extrinsèque (dépendante du facteur 

tissulaire) et la voie intrinsèque. Les deux voies sont des séries de réactions dans lesquelles 

un zymogène de sérine protéase et son cofacteur glycoprotéique sont activés pour ensuite 

catalyser la prochaine réaction. Les facteurs de coagulation sont normalement identifiés par 

des chiffres romains, avec un a minuscule pour indiquer la forme active. 
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Le rôle principal de la voie extrinsèque est de générer très rapidement une grande 

quantité de thrombine. Le facteur VIIa circule dans des quantités plus élevées que tout autre 

facteur de coagulation. 

La voie intrinsèque se caractérise par une activation en cascade de plusieurs facteurs 

plasŵatiƋues au ĐoŶtaĐt de l͛eŶdothĠliuŵ lĠsĠ et eŶ pƌĠseŶĐe d͛ioŶs ĐalĐiƋues. L͛aĐtiǀatioŶ 

débute avec le facteur XII qui active le facteur XI activant lui-même le facteur IX. Ce dernier 

facteur, alors activé, se combine au facteur VII en présence de calcium ionisé et de 

phospholipides plaquettaires pour former un complexe appelé tenase. Ce complexe va 

peƌŵettƌe l͛aĐtiǀatioŶ du faĐteuƌ X. 

L͛aĐtiǀatioŶ du faĐteuƌ X est le Đaƌƌefouƌ de ƌeŶĐoŶtƌe des ǀoies iŶtƌiŶsğƋue et 

extrinsèque. Le facteur Xa et son cofacteur Va forment le complexe prothrombinase, qui 

active la prothrombine en thrombine. La thrombine va alors transformer le fibrinogène en 

fibrine. 

L͛ioŶ ĐalĐiuŵ ioŶisĠ ;CaϮ+Ϳ appaƌait doŶĐ Đoŵŵe ŶĠĐessaiƌe à l͛aĐtiǀitĠ de la plupaƌt des 

étapes de la coagulation. 

Les facteurs de coagulation sont généralement des sérines protéases (enzymes). Il y a 

quelques exceptions tels que le facteur VIII et le facteur V qui sont des glycoprotéines. 

 

 

Figure 3 : Schéma simplifié des cascades de la coagulation (les protéines vitamine K-
dépendantes sont entourées en rouge) 
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Les protéines procoagulantes vitamine K-dépendantes (la prothrombine ou facteur II, 

le facteur VII, le facteur IX, et le facteur X) circulent dans le sang sous forme de précurseurs 

inactifs.  

Après sécrétion dans le plasma de l'appareil circulatoire, des résidus Gla se lient sur 

les ions Ca2+, contribuant ainsi à stabiliser la structure tertiaire de la protéine finale (Furie et 

al., 1979 ; Tai et al., 1984). L͛iŶǀeƌsioŶ de la ŵeŵďƌaŶe des plaƋuettes oďseƌǀĠe au Đouƌs de 

l͛agƌĠgatioŶ plaƋuettaiƌe peƌŵet de retrouver des groupements phosphates de 

phospholipides eǆposĠs ǀeƌs le pôle plasŵatiƋue et d͛iŶteƌagiƌ au tƌaǀeƌs d͛uŶe liaisoŶ au 

calcium avec les protéines gamma-carboxylées. Dans la voie intrinsèque, les facteurs II, IX et 

X jouent un rôle central via leur activation par gamma-carboxylation de leur site de fixation à 

la membrane. En effet, après liaison sur les phospholipides, libérée par les cellules 

endommagées, la liaison non covalente est médiée par des ions Ca2+ coordonnés sur les 

lipides anioniques de la surface membranaire de la cellule. Grâce à la coordination des ions 

Ca2+, cette interaction est forte. 

 

En l'absence de résidus Gla ou lorsque la carboxylation est inefficace, l'activité de 

coagulation vitamine K-dépendante est considérablement réduite. 

Les PVKD impliquées dans le processus de la coagulation sont toutes hépatiques. 

EŶ ƌĠsuŵĠ, la ǀitaŵiŶe K joue uŶ ƌôle ŵajeuƌ daŶs l͛aĐtiǀatioŶ des faĐteuƌs pƌo-

coagulants vitamine K-dépendants (facteurs II, VII, IX et X). La gamma-carboxylation leur 

permet de se lier par des liaisons calcium-dépendantes aux groupements phosphates des 

phosphatidyl-sĠƌiŶes pƌĠseŶtes à la suƌfaĐe de l͛agƌĠgat plaƋuettaiƌe. Ces ϰ faĐteuƌs ǀitaŵiŶe 

K-dépendants, contrôlant les dernières étapes de la formation de fibrine, peuvent ainsi se 

ĐoŶĐeŶtƌeƌ de façoŶ iŵpoƌtaŶte à la suƌfaĐe de l͛agƌĠgat Đe Ƌui peƌŵet d͛iŶteƌagiƌ les uŶs 

aǀeĐ les autƌes et de dĠĐleŶĐheƌ la ĐoagulatioŶ à la suƌfaĐe ŵġŵe de l͛agƌĠgat plaƋuettaiƌe. 

 

La vitamine K, via la gamma-carboxylation, est aussi iŵpliƋuĠe daŶs l͛aĐtiǀatioŶ de 

trois protéines aux propriétés anticoagulantes : la protéine C, la protéine S et la protéine Z. 

(Stafford, 2005 ; Berkner et Runge, 2004) : 

 

- La protéine C activée régule négativement la coagulation catalysant la dégradation 

des facteurs Va et VIIIa. 
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- La protéine S (PS) peut circuler dans le sang en étant soit libre (40%), soit liée à une 

protéine plasmatique (60%). Sous sa forme libre, elle assure le rôle de cofacteur de la 

pƌotĠiŶe C et peƌŵet aiŶsi d͛optiŵiseƌ soŶ ƌôle anticoagulant. 

En revanche, une fois complexée à la C4BP, soŶ ƌôle est de liŵiteƌ l͛aĐtiǀatioŶ du 

ĐoŵplĠŵeŶt et iŶteƌǀieŶt daŶs l͛ĠliŵiŶatioŶ des Đellules apoptotiƋues paƌ phagoĐǇtose. EŶ 

effet, sans régulation, le complément peut provoquer une réponse inflammatoire 

iŶdĠsiƌaďle au Ŷiǀeau des tissus iŶfeĐtĠs. DuƌaŶt l͛apoptose, la phosphatidǇlseƌiŶe est eǆposĠ 

ǀeƌs l͛eǆtĠƌieuƌ de la ŵeŵďƌaŶe Đellulaiƌe de telle façoŶ Ƌue le Đoŵpleǆe [PS/C4BP] s͛Ǉ fiǆe 

via les résidus Gla de la PS. Le C4BP peut ainsi intervenir dans les dernières étapes de 

l͛aĐtiǀatioŶ du ĐoŵplĠŵeŶt et assuƌeƌ sa foŶĐtioŶ de ĐofaĐteuƌ de la dĠgƌadatioŶ de la 

protéine C4b. Ainsi, en se liant à la protéine C4BP, la protéine S affiche un rôle important 

pour éviter une réponse inflammatoire indésirable (Berkner et Runge, 2004). Par ailleurs, 

contrairement aux autres PVKD hépatiques, la protéine S est fortement synthétisée par les 

cellules endothéliales. 

 

- La protéine Z (PZ) est la dernière PVKD hépatique décrite dans la littérature. 

Identifiée eŶ ϭϵϳϳ et isolĠ eŶ ϭϵϴϰ, elle pƌĠseŶte la paƌtiĐulaƌitĠ de Ŷe pas aǀoiƌ d͛aĐtiǀitĠ 

enzymatique. Cette protéine est décrite comme un cofacteur de ZPI, une protéase qui inhibe 

le facteur X activé. La séquence nucléotidique de la PZ compte 9 exons et sa séquence 

peptidiƋue est ĐoŵposĠe de ϯϵϲ aĐides aŵiŶĠs pouƌ uŶ poids ŵolĠĐulaiƌe d͛eŶǀiƌoŶ ϱϬ kDa. 

Cette glycoprotéine est synthétisée dans le foie principalement et possède 13 résidus Gla. 

 Il a fallu attendre que la protéine ZPI soit isolée dans la fin des années 1990 pour 

démontrer la fonction de la PZ dans la coagulation. En effet, le ZPI inhibe 1000 fois plus le 

faĐteuƌ Xa loƌsƋu͛il est ĐoŵpleǆĠ à la PZ. CepeŶdaŶt, soŶ ƌôle Ŷ͛est pas d͛eŵpġĐheƌ de 

former le complexe prothrombinase mais de réguler la cascade de coagulation. Le facteur Xa 

induit la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) ainsi son inhibition 

ĐoŶduit à la ƌĠduĐtioŶ de ƌisƋue de ƌestĠŶose ;ƌĠtƌĠĐisseŵeŶt d͛uŶe aƌtğƌe due à la 

foƌŵatioŶ d͛uŶe plaƋue d͛athĠƌoŵe Ƌui a dĠjà Ġté supprimée). La régulation du facteur Xa 

par le complexe [ZPI-PZ] pƌotğge doŶĐ ĐoŶtƌe le dĠǀeloppeŵeŶt d͛athĠƌosĐlĠƌose ;Vasse, 

2008). 
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ii. Extra-hépatiques 

 

Contrairement aux PVKD, précédemment décrites, impliquées dans la coagulation, la 

documentation sur les 9 PVKD restantes est bien plus légère. Pour la plupart, leur fonction 

reste très incertaine. La Matrix Gla PƌoteiŶ ;MGPͿ et l͛ostĠoĐalĐiŶe sont les protéines 

vitamine K dépendantes dont les fonctions sont les plus étudiées à ce jour.  

 

Je ne décrirai ici que les principales protéines vitamine K-dépendantes produites dans les 

tissus extra-hépatiques, à savoir : 

 

I. MGP 

 

La protéine matricielle Gla (ou MGP pour « matrix-gla-protein ») a été isolée à partir 

de matrice osseuse bovine et décrite pour la première fois par Paul Price en 1983. C͛est uŶe 

PVKD de 14 kDa pour 84 acides aminés comportant 5 acides glutamiques en position 2, 37, 

41, 48, et 52 qui peuvent être gamma-carboxylés (Viegas et al., 2009) et 3 sérines 

phosphorylables en position 3, 6 et 9.  

 

La MGP est exprimée dans les cellules musculaires lisses, les fibroblastes, les chondrocytes, 

les cellules endothéliales, mais pas au niveau des ostéoblastes. Elle joue un rôle primordial 

daŶs l͛iŶhiďitioŶ des ŵiŶĠƌalisatioŶs ǀasĐulaiƌes.  

 

Chez l͛Hoŵŵe, une mutation récessive au niveau du gène codant pour la MGP est 

responsable du syndrome de Keutel. Ce syndrome est caractérisé par une atteinte 

sƋuelettiƋue ;ĐalĐifiĐatioŶs du Đaƌtilage, hǇpoplasie…Ϳ et ĐaƌdioǀasĐulaiƌe aǀeĐ d͛iŵpoƌtaŶtes 

calcifications artérielles. Chez la souris, un KO de la MGP entraine des minéralisations 

ǀasĐulaiƌes ŵassiǀes aďoutissaŶt à la ŵoƌt de l͛aŶiŵal eŶ ŵoiŶs de Ϯ ŵois ;Luo et al., ϭϵϵϳͿ. 

Inversement, une hypominéralisation des dents chez des souris surexprimant la MGP a été 

observée (Kaipatur et al., 2008). Seule la forme gamma-carboxylée de la MGP est capable de 

joueƌ le ƌôle d͛iŶhiďiteuƌ de ĐalĐifiĐatioŶs ;Pƌoudfoot aŶd ShaŶahaŶ, ϮϬϬϲͿ eŶ se liaŶt 

diƌeĐteŵeŶt au Ŷiǀeau des Đƌistauǆ d͛hǇdƌoǆǇapatite eŶ foƌŵatioŶ eŵpġĐhaŶt aiŶsi la 

croissance du cristal et/ou en se liant à BMP-2 (« bone morphogenetic protein 2 », une 

protéine qui stimule la production osseuse en temp normal) (Zebboudj et al., 2003). 
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II. Ostéocalcine 

 

L͛ostĠoĐalĐiŶe ;OCͿ aussi appelĠe BoŶe Gla PƌoteiŶ ;BGPͿ dans la littérature a été 

identifiée pour la première fois en 1975 par Hauschka à partir de tissus osseux (Hauschka et 

al., 1975). Cette protéine non collagénique de 49 acides aminés est la plus abondante de la 

matrice osseuse, sécrétée par les ostéoblastes. Les résidus acide glutamique (Glu) en 

positioŶ ϭϯ,ϭϳ, ϮϬ Đhez la souƌis et ϭϳ, Ϯϭ, Ϯϰ Đhez l͛Hoŵŵe, peuvent être gamma-

carboxylés au niveau du RE. La BGP peut ainsi circuler sous forme gamma-carboxylée ou 

non.  

La gamma-ĐaƌďoǆǇlatioŶ de l͛ostĠoĐalĐiŶe lui pƌoĐuƌe une forte affinité pour les ions calcium 

de l͛hǇdƌoǆǇapatite de l͛os. Ce qui la différencie des autres PVKD est que son domaine Gla 

Ŷ͛est pas autaŶt affiŶe auǆ ioŶs ĐalĐiuŵ Ƌue Đelui des autƌes PVKD. AiŶsi, aloƌs Ƌue Đes 

dernières se fixent aux membranes cellulaires via les ioŶs ĐalĐiuŵ, pouƌ l͛OC la gaŵŵa-

carboxylation des 3 Glu forme une hélice alpha où tous les Gla sont orientés vers la surface 

et la protéine fixe ainsi le calcium via les Đƌistauǆ d͛hǇdƌoǆǇapatites (Berkner et Runge, 2004) 

(Sunnerhagen et al., 1996). Pendant la phase de remodelage osseux, la diminution du pH 

dans les lacunes des ostéoclastes favorise la déĐaƌďoǆǇlatioŶ de l͛ostĠoĐalĐiŶe. Cela réduit 

soŶ affiŶitĠ pouƌ l͛os et faǀoƌise soŶ ƌelaƌgage daŶs la ĐiƌĐulatioŶ gĠŶĠƌale ;Malashkeǀich et 

al., 2013). 

La foƌte pƌĠseŶĐe de l͛ostĠoĐalĐiŶe daŶs la ŵatƌiĐe osseuse a d͛aďoƌd laissĠ supposeƌ uŶ ƌôle 

majeur dans la régulation de sa minéralisation. Ce rôle a été confirmé chez des souris KO 

pouƌ le gğŶe ĐodaŶt pouƌ l͛ostĠoĐalĐiŶe eŶ ŵoŶtƌaŶt une augmentation de la minéralisation 

et donc de la prolifération osseuse chez ces animaux (Ducy et al.,1996). Il est intéressant 

également de noter que ces souris présentaient aussi une diminution de la taille des îlots de 

Langerhans, une hypoinsulinémie, uŶe hǇpeƌglǇĐĠŵie, uŶe diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ et de 

la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ plasŵatiƋue de l͛adipoŶeĐtiŶe aiŶsi Ƌu͛uŶe augŵeŶtatioŶ de la ŵasse 

grasse (Lee et al., 2007). Ces résultats ont permis de mettre en évidence le rôle médiateur de 

l͛ostĠoĐalĐiŶe dans la régulation du métabolisme énergétique.  

 

In vitro, l͛ajout d͛OC à des Đellules β du paŶĐƌĠas eŶ Đultuƌe stiŵule l͛eǆpƌessioŶ de l͛iŶsuliŶe 

(Hinoi et al., 2008). Ces résultats sont confirmés in vivo eŶ ŵoŶtƌaŶt Ƌue l͛adŵiŶistƌatioŶ 

d͛ostĠoĐalĐiŶe au loŶg Đouƌt Đhez la souƌis augŵeŶte la stimulation de la sĠĐƌĠtioŶ d͛insuline 
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ainsi que la tolérance au glucose (Ferron et al., 2008). Ces études montrent pour la première 

fois uŶ ƌôle eŶdoĐƌiŶe de l͛os suƌ le ŵĠtaďolisŵe ĠŶeƌgĠtiƋue paƌ l͛ostĠoĐalĐiŶe ĐiƌĐulaŶte 

(figure 4). 

 

Figure 4 : Rôle de l͛ostĠoĐalĐiŶe ŶoŶ gaŵŵa-carboxylée dans le métabolisme 

;d͛apƌğs Lee et al. ϮϬϬϳͿ 

 

L͛ostĠoĐalĐiŶe pourrait aussi être impliquée dans la reproduction en favorisant la fertilité 

masculine (Oury et al., 2011). D͛apƌğs Đes auteuƌs, elle stiŵuleƌait la synthèse de 

testostérone dans les testicules en se fixant au niveau de récepteurs spécifiques (Gprc6a) 

localisés sur la membrane des cellules de Leydig. 

 

III. Gas 6 

 

La protéine « growth arrest specific gene 6 » (Gas6) a été identifiée pour la première 

fois en 1988 par le Dr Schneider alors que lui et son équipe étaient à la recherche de gènes 

surexprimés dans des fibroblastes de souƌis doŶt la ĐƌoissaŶĐe Ġtait stoppĠe à l͛Ġtat 

embryonnaire (Schneider et al., 1988).  

 

Gas6 est une glycoprotéine de 75 kDa contenant un domaine Gla dans sa partie N-terminale. 

BieŶ Ƌue Gasϲ paƌtage eŶǀiƌoŶ ϰϰ% d͛hoŵologie de sĠƋueŶĐe peptidiƋue aǀeĐ la pƌotĠiŶe S, 

les fonctions de ces 2 protéines restent très différentes (Laurance et al., 2012). Gas6 est 

impliquée dans la régulation de la pƌolifĠƌatioŶ, la diffĠƌeŶĐiatioŶ, la ŵigƌatioŶ et l͛adhĠsioŶ 
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Đellulaiƌe, ŵais aussi daŶs l͛agƌĠgatioŶ plaƋuettaiƌe, le ƌelaƌgage de ĐǇtokiŶes pƌo-

inflammatoires ou encore le développement des adipocytes.  

Plus récemment plusieurs études rapportent que Gas6 pourrait jouer un rôle dans 

l͛iŶflaŵŵatioŶ, le diaďğte de tǇpe Ϯ et la ƌĠsistaŶĐe à l͛iŶsuliŶe ;HuŶg et al., ϮϬϭϬͿ ;Lee et al., 

2012) (Hsiao et al., 2013) (Dihingia et al., 2017). 

b. La gamma-carboxylation 

 

La gamma-carboxylation est une modification post-traductionnelle essentielle qui 

convertit spécifiquement les résidus glutamates des PVKD en résidus gamma-

carboxyglutamates. L͛eŶzǇŵe Ƌui ĐatalǇse cette réaction est une enzyme de type monomère 

membranaire située dans le RE rugueux : la Gamma Glutamyl Carboxylase ou GGCX (figure 

5). 

Cette activité GGCX a été découverte pour la première fois dans les années 1970 à partir du 

surnageant issu de la fraction post-microsomale (fraction S10) de foie de rats (Shah and 

Suttie, 1974), mais la purification de la pƌotĠiŶe du ŵġŵe Ŷoŵ Ŷ͛a ĠtĠ ƌĠalisĠe Ƌu͛eŶ ϭϵϵϭ à 

paƌtiƌ de foie de ďœuf ;Wu et al., ϭϵϵϭaͿ. La même année, les ADN complémentaires (ADNc) 

codants pour la GGCX bovine et humaine ont été isolés et clonés par la même équipe (Wu et 

al., 1991b). 

Le gène de la GGCX est loĐalisĠ suƌ le Đhƌoŵosoŵe Ϯ Đhez l͛Hoŵŵe et est ĐoŵposĠ de ϭϱ 

exons pour 13kpb. Sa séquence de nucléotides est très conservée entre les espèces (88% 

d͛hoŵologie eŶtƌe ƌat et huŵaiŶͿ et code pour une protéine de 758 acides aminés, de 95 

kDa, localisée au niveau du réticulum endoplasmique. Cette protéine est constituée de 5 

domaines transmembranaires avec une extrémité N-terminale au niveau du cytoplasme et 

une extrémité C-terminale au niveau de la lumière du réticulum endoplasmique (Tie et al., 

2000) (figure 5). 

 

Figure 5 : Topologie de GGCX ;d͛après Stafford, 2005) 
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La gamma-carboxylation consiste en la substitution d͚uŶ atoŵe d͛hǇdƌogğŶe paƌ uŶ 

groupement carboxyle (COO-Ϳ suƌ le ĐaƌďoŶe gaŵŵa d͛uŶ aĐide glutaŵiƋue ;GluͿ, le 

transformant ainsi en acide gamma-carboxyglutamique (Gla). 

La réaĐtioŶ de γ-carboxylation nécessite la présence de vitamine K sous forme hydroquinone 

Đoŵŵe ĐofaĐteuƌ aiŶsi Ƌu͛uŶe ŵolĠĐule de COϮ et d͛OϮ. À la suite de Đette ƌĠaĐtioŶ la 

vitamine K hydroquinone est oxydée en vitamine K 2,3-époxyde (figure 6). 

 

 

Figure 6: Réaction de gamma-ĐaƌďoǆǇlatioŶ d͛uŶe pƌotĠiŶe ǀitaŵiŶe K-dépendante (PVKD) 

 

Toutes les formes de vitamines K ne présentent pas la même affinité pour la GGCX 

;YeŶ aŶd MaĐk, ϭϵϴϬͿ. Il appaƌait Ƌue l͛aĐtiǀitĠ GGXC est optiŵale aǀeĐ la MK-3 comme 

cofacteur et que plus la chaine latérale de la MK est grande, plus l͛aĐtiǀitĠ diŵiŶue. La MK-4 

possède une efficacité 3 fois plus faible que la phylloquinone. Il est à noter que la ménadione 

(=MD = Vitamine K3) Ŷ͛est pas uŶ ĐofaĐteuƌ de la GGCX (Buitenhuis et al., 1990).  

Chez le ƌat, l͛aĐtiǀitĠ GGCX est ƌetƌouǀĠe au daŶs la ŵajoƌitĠ des tissus à l͛eǆĐeptioŶ du 

muscle, des veines et de la membrane osseuse. Le testicule est le seul organe à montrer une 

activité supérieure au foie (Vermeer et al., 1982). 

 

UŶ KO de la GGCX à l͛Ġtat hoŵozǇgote Đhez la souƌis eŶtƌaiŶe la ŵoƌt eŵďƌǇoŶŶaiƌe eŶtƌe le 

9,5ème et 18ème jours dans 50% des cas et les souris arrivant à terme meurent peu de temps 

apƌğs la ŶaissaŶĐe d͛hĠŵoƌƌagies aďdoŵiŶales ŵassiǀes ;Zhu et al., 2007). Le KO de la GGCX 

ĐiďlĠ au Ŷiǀeau du foie peƌŵet d͛aŵĠlioƌeƌ le phĠŶotǇpe pƌĠĐĠdeŶt, ŵais les souƌis 

présentent tout de même une mort prématurée et des hémorragies (Azuma et al., 2014). 
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Chez l͛Hoŵŵe des ŵutatioŶs de la GGCX eŶtƌaiŶeŶt des phĠŶotypes multiples dont le plus 

répandu est un déficit en facteurs de coagulation vitamine K-dépendant ou encore des 

affections au niveau de la peau, semblables à celles observées dans le pseudoxanthome 

élastique (De Vilder et al., 2017). 

 

III. Le cycle de la Vitamine K : un recyclage essentiel 

a. Présentation du cycle 

 

L͛appoƌt aliŵeŶtaiƌe eŶ ǀitaŵiŶe K ĠtaŶt liŵitĠ, l͛oƌgaŶisŵe a ŵis eŶ plaĐe uŶ 

sǇstğŵe de ƌeĐǇĐlage effiĐaĐe peƌŵettaŶt le ŵaiŶtieŶ d͛uŶe ƋuaŶtitĠ suffisaŶte afin 

d͛assuƌeƌ ses fonctions biologiques. Le recyclage via ce cycle est tellement efficace Ƌu͛oŶ 

évalue à eŶǀiƌoŶ ϱϬϬ fois la ĐapaĐitĠ de ƌĠgĠŶĠƌatioŶ d͛uŶe ŵolĠĐule de ǀitaŵiŶe K aǀaŶt 

son élimination (6). 

 

Ce recyclage fait intervenir plusieurs enzymes et se déroule ainsi (figure 7) :  

 

1 / La vitamine K hydroquinone (KH2Ϳ eŶ pƌĠseŶĐe d͛oǆǇgğŶe et de CO2 sert de cofacteur à la 

GGCX permettant la gamma-carboǆǇlatioŶ d͛uŶe PVKD.  

 

2/ Cette ƌĠaĐtioŶ ǀa aďoutiƌ à l͛aĐtiǀatioŶ d͛uŶe PVKD, à l͛oǆǇdatioŶ de la KH2 en vitamine K 

époxyde (KOX) et à la pƌoduĐtioŶ d͛uŶe ŵolĠĐule d͛H2O. 

 

3/ La KOX ǀa eŶsuite ġtƌe ƌĠduite sous l͛aĐtioŶ de la ǀitaŵiŶe K ĠpoǆǇde ƌĠduĐtase complexe 

1 (VKORC1) et/ou VKORC1 like 1 (VKORC1L1) en présence d͛uŶe thioƌĠdoǆiŶe eŶĐoƌe ŶoŶ 

identifiée.  

 

ϰ/ La ǀitaŵiŶe K ƋuiŶoŶe pƌoduite ;KHͿ est à Ŷouǀeau ƌĠduite sous l͛aĐtioŶ de VKORCϭ, 

VKORCϭLϭ et uŶe autƌe eŶzǇŵe ĐoŵpoƌtaŶt l͛aĐtiǀitĠ VKR (Vitamine K Reductase) non 

inhibable par les antivitamines K (AVK), et non encore identifiée. 

 

5/ Sous sa forme KH2 la ǀitaŵiŶe K ǀa pouǀoiƌ ġtƌe ƌĠutilisĠe à l͛Ġtape ϭ pouƌ l͛aĐtiǀatioŶ 

d͛uŶe Ŷouǀelle PVKD paƌ la GGCX.  
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6/ Il est à noter que les AVK qui sont des inhibiteurs à la fois de VKORC1 et VKORC1L1 

eŶtƌaiŶeŶt l͛aƌƌġt du ƌeĐǇĐlage de la ǀitaŵiŶe K. Cela se tƌaduit paƌ uŶe augŵeŶtatioŶ de la 

ǀitaŵiŶe K sous foƌŵe ĠpoǆǇde et d͛uŶe diŵiŶutioŶ des PVKD gamma-carboxylées activées. 

 

  

 

Figure 7 : Le cycle de la Vitamine K ;d͛apƌğs MiĐhauǆ, A., ϮϬϭϴͿ 

 

b. VKORC1 : un acteur majeur 

 

L͛aĐtiǀitĠ ǀitaŵiŶe K ĠpoǆǇde ƌĠduĐtase ;VKORͿ a ĠtĠ dĠĐƌite pouƌ la pƌeŵiğƌe fois eŶ 

1970 par Bell et Mastschiner, bien avant que le gène VKORC1 responsable en partie de cette 

activité ne soit identifié en 2004 (Li et al., 2004) (Rost et al., 2004).  

 

Ce gğŶe est loĐalisĠ suƌ le Đhƌoŵosoŵe ϭϲ Đhez l͛Hoŵŵe et ϭ Đhez le ƌat pouƌ uŶe loŶgueuƌ 

de 5126 paires de bases et 3 exons. Il code pour une petite protéine, du même nom, de 163 

acides aminés pour 18 kDa. Cette protéine membranaire se situe au niveau du réticulum 

endoplasmique avec ses extrémités N-terminale et C-terminale dans le cytoplasme. 

Initialement proposée avec 3 domaines transmembranaires (Tie et al., 2005) cette 
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conformation a été remise en question après avoir identifié par cristallographie une 

structure 3D à 4 domaines transmembranaires chez un homologue bactérien : Synéchoccus 

sp (Li et al., 2010). Deux topologies légèrement différentes à 4 domaines ont été proposées 

et des travaux récents de modélisation de deux équipes indépendantes viennent conforter 

ce résultat (Watzka et al., 2011) (Czogalla et al., 2016) (Chatron et al., 2017) (figure 8). 

 

           

 

Figure 8 : Modélisation 3D de VKORC1, dans la membrane du réticulum endoplasmique (RE), 
à gauĐhe, et seule, à dƌoite ;d͛apƌğs NolaŶ ChatƌoŶͿ 

 

La VKORC1 est relativement conservée entre les espèces et de nombreux orthologues sont 

retrouvés aussi bien chez les vertébrés, les insectes, les plantes ou encore les bactéries 

(Goodstadt and Ponting, 2004). Ces séquences orthologues font toutes apparaitre des acides 

aŵiŶĠs stƌiĐteŵeŶt ĐoŶseƌǀĠs aiŶsi Ƌu͛uŶ ŵotif CXXC ;CǇsϭϯϮXXCǇsϭϯϱͿ Ƌui ĐoŶstitue le site 

aĐtif de l͛eŶzǇŵe eŶ foƌŵaŶt le ĐeŶtƌe d͛oǆǇdoƌĠduĐtioŶ ;Rost et al., ϮϬϬϱͿ. Les 

anticoagulants antivitamine K comme la warfarine ou la bromadiolone, en se fixant sur les 

sites actifs, viennent inhiber VKORC1. 

 

La VKORCϭ est l͛eŶzǇŵe Đlef du cycle de la vitamine K, permettant de régénérer cette 

ǀitaŵiŶe. L͛eǆtiŶĐtioŶ du gğŶe VKORCϭ Đhez la souƌis eŶtƌaiŶe la ŵoƌt paƌ hĠŵoƌƌagie de 

50% des individus entre la première et la 3eme semaine. Seule une forte injection 

quotidienne de viamine K1 peƌŵet de pƌĠǀeŶiƌ Đette ŵoƌtalitĠ. Apƌğs Ϯ jouƌs d͛arrêt du 

tƌaiteŵeŶt, le Ŷiǀeau d͛aĐtiǀitĠ des faĐteuƌs de ĐoagulatioŶ deǀieŶt iŶdĠteĐtaďle et les 

animaux meuƌeŶt, là eŶĐoƌe, d͛hĠŵoƌƌagies. 
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Le mécanisme réactionnel de réduction de la vitamine K époxyde en vitamine K quinone est 

complexe et a été proposé pour la première fois an 1981 par Silverman. Dans la forme 

oxydée de VKORC1, les cystéines 132 et 135 forment un pont disulfure (figure 9). 

 

La pƌeŵiğƌe Ġtape ĐoŶsiste eŶ l͛aĐtiǀatioŶ de l͛eŶzǇŵe ǀia la ƌĠduĐtioŶ du pont disulfure par 

l͛aĐtioŶ d͛uŶe pƌotĠine non encore identifiée in vivo. In vitro cette étape peut être réalisée 

par un agent réducteur fort comme le dithiolthreitol (DTT) (1).  

 

La vitamine K-2,3-ĠpoǆǇde se fiǆe suƌ l͛eŶzǇŵe et l͛atoŵe d͛oǆǇgğŶe de l͛ĠpoǆǇde est aloƌs 

protoné (2). Dans le même teŵps, le thiol d͛uŶe des Ϯ ĐǇstĠiŶes du site aĐtif foƌŵe aiŶsi uŶ 

adduit ĐoǀaleŶt paƌ attaƋue ŶuĐlĠophile suƌ le ĐaƌďoŶe Ϯ de l͛ĠpoǆǇde ;ϯͿ.  

 

Le deuxième acide aminé partenaire permet la formation de deux équilibres successifs (4) et 

(5) pour protoner l͛hǇdƌoǆǇle de la ǀitaŵiŶe K. Le poŶt disulfuƌe de VKORCϭ eŶ se ƌĠgĠŶĠƌaŶt 

ĐoŶduit au dĠpaƌt d͛uŶe ŵolĠĐule d͛eau et à la liďĠƌatioŶ de la ǀitaŵiŶe K sous sa foƌŵe 

quinone (6).  

 

 

 

Figure 9 : Mécanisme catalytique de VKORC1. Adapté de « Chemical model studies for the 

mechanism of vitamin K epoxide reductase » (Silverman, 1981). 
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Ce modèle de mécanisme réactionnel est le seul qui ait été proposé depuis la découverte de 

VKORCϭ, ŵais auĐuŶe Ġtude eǆpĠƌiŵeŶtale Ŷ͛a peƌŵis de le ĐoŶfiƌmer à ce jour. 

 

c. VKORC1L1 : un rôle à découvrir ? 

 

 

En 2004, Rost et al. dĠĐouǀƌeŶt l͛eǆisteŶĐe d͛uŶ gğŶe paƌalogue à VKORCϭ paƌ 

sĠƋueŶçage sǇstĠŵatiƋue du gĠŶoŵe huŵaiŶ. Du fait de l͛eǆisteŶĐe de ŵotifs siŵilaiƌes à 

ceux retrouvés dans VKORC1, ce gène fut nommé VKORC1L1, pour VKORC1-like numéro 1. 

Ce gène code pour une enzyme de 176 acides aminés.  

 

VKORCϭLϭ pƌĠseŶte plus de ϲϬ % d͛hoŵologie aǀeĐ VKORCϭ. Il est à Ŷoteƌ la stƌiĐte 

conservation du motif CXXC décrit comme le site catalytique de VKORC1, des cystéines 43 et 

51 supposées participer au transfert interne de pouvoir réducteur, de la tyrosine 139 

ideŶtifiĠe Đoŵŵe jouaŶt uŶ ƌôle ŵajeuƌ daŶs l͛iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ l͛aŶtiĐoagulaŶt. 

La protéine VKORC1L1 est très fortement conservée entre les espèces (figure 10). Ainsi les 

séquences protéiques sont 100% identiques entre le rat et la souris, et 97% identiques entre 

l͛hoŵŵe et les ƌats/souris.  

 

 

Figure 10 : Homologie des séquences de VKOR-like 
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Une topologie de cette enzyme a été proposée. Cette topologie est calquée sur celle de la 

VKORC1 récemment proposée par Li et al. (2010). Les extrémités N- et C-terminales seraient 

localisées du côté cytoplasmique du réticulum endoplasmique et la protéine posséderait 4 

domaines transmembranaires (Figure 11). 

 

 

 

Figure 11 : Topologies de VKORCϭ et VKORCϭLϭ ;d͛apƌğs OldeŶďuƌg et al., ϮϬϭϱͿ 

 

Jusque très récemment, la VKORC1L1 constituait une grande inconnue, tant par son 

activité, son expression tissulaire, que son rôle physiologique. Peu d͛Ġtudes oŶt ĠtĠ puďliĠes 

à ce sujet. Et il reste encore beaucoup à explorer. 

 

Les travaux de Westhofen et al. (2011) ont permis de démontrer, après expression 

hétérologue en cellules HEK 293T, que VKORC1L1 possède une activité vitamine K époxyde 

ƌĠduĐtase. Elle est Đapaďle au ŵġŵe titƌe Ƌue VKORCϭ de ĐatalǇseƌ la ƌĠduĐtioŶ de l͛ĠpoǆǇde 

de vitamine K (K1 et K2) en vitamine K quinone, puis hydroquinone. Cette activité est inhibée 

à Ϯϵ % paƌ ϱ μM de ĐouŵafğŶe ;daŶs les ŵġŵes ĐoŶditions, VKORC1 est inhibée à 50 %).  

Concernant le rôle physiologique de VKORC1L1, cette étude suggère la participation de 

VKORC1L1 dans la lutte contre le stress oxydant. En effet, un stress oxydant provoqué par 

H2O2 sur des cellules HEK 293T provoque une augmentation de l͛aĐtiǀitĠ VKOR et uŶe 

augmentation des transcrits VKORC1L1 (alors que ceux de VKORC1 diminuent). Cette 

observation a permis à WesthofeŶ et al. ;ϮϬϭϭͿ de pƌoposeƌ l͛eǆisteŶĐe d͛uŶ gƌaŶd ĐǇĐle de 

la vitamine K aboutissant à la lutte contre le stress oxydant avec une implication majeure de 

la VKORC1L1 dans la réduction de la vitamine K quinone en hydroquinone. 
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 Czogalla et al. (2018), ont démontré que VKORC1 et VKORC1L1 ont des réponses 

différentes aux traitements anticoagulants, notamment par des sites de liaison différents, 

appuyant le fait que la VKOR-like est nettement plus résistante aux anti-vitamine K 

classiques que la VKORC1 (Hammed A., 2013). Cette thèse a d͛ailleuƌs ŵoŶtƌĠ ĠgaleŵeŶt 

Ƌue l͛aĐtiǀitĠ VKOR de VKORCϭLϭ daŶs le foie est iŶsigŶifiaŶte, en opposition à une activité 

considérable dans les tissus extra hépatiques. 

 

L͛Ġtude ƌĠalisĠe paƌ Haŵŵed et al. ;ϮϬϭϯͿ, dĠŵoŶtƌe, elle, Ƌue loƌsƋue VKORCϭLϭ est 

eǆpƌiŵĠe daŶs uŶ tissu, uŶe plus foƌte dose d͛aŶtiĐoagulaŶt est ŶĠĐessaiƌe daŶs Đe tissu afiŶ 

d͛obtenir une inhibition identique à celle observée dans le foie lorsque VKORC1 y est 

eǆpƌiŵĠe seule. Cette Ġtude seŵďle ŵoŶtƌeƌ Ƌue loƌs d͛uŶ tƌaiteŵeŶt aŶtiĐoagulaŶt à loŶg 

terme, la vitamine K est recyclée dans différents tissus extra-hépatiques (tels les testicules) 

par la VKORC1L1, permettant ainsi la synthèse de protéines vitamine K-dépendantes non 

iŵpliƋuĠes daŶs le phĠŶoŵğŶe de ĐoagulatioŶ, telles Ƌue l͛ostéocalcine ou la MGP. 

 

 Lacombe et al. (2018), ont eux montré que VKORC1L1 assurerait en partie la gamma-

carboxylation des protéines vitamine K-dépendantes in vivo. 

En effet, leur étude sur des souris génétiquement déplétées en VKORC1 établit que la 

VKORC1L1 est surexprimée Đhez Đes souƌis et assuƌe la ĐaƌďoǆǇlatioŶ et l͛hĠŵostase, taŶdis 

que des souris génétiquement privées à la fois de VKORC1L1 et VKORC1 souffrent et 

ŵeuƌeŶt d͛hĠŵoƌƌagies dğs la ŶaissaŶĐe. A noter toutefois que les souris K-O en VKORC1 

uŶiƋueŵeŶt fiŶisseŶt paƌ ŵouƌiƌ ĠgaleŵeŶt d͛hĠŵoƌƌagies, ŵais au ďout de ƋuelƋues 

semaines. 

 

IV. Mode d’aĐtioŶ des AVK 

a. Historique 

 

La découverte des antivitamine K (AVK) s͛est faite paƌ hasaƌd. En effet, en 1920, au 

Canada et au nord des Etats-Unis, des bovins se sont mis à présenter des syndromes 

hémorragiques spontanés et fatals. 2 ans plus tard, en 1922, le Dr vétérinaire F.W. Scofield 

montre que ces symptômes sont dus à une consommation de trèfle doux (ou mélilot), 

importé d͛Euƌope. Il note que ces aliments sont avariés au moment de leur consommation, à 
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Đause du dĠlai d͛iŵpoƌtatioŶ et des mauvaises conditions de conservation. Les hémorragies 

sont provoquées par une augmentation du temps de coagulation. En retirant cet aliment de 

la ration quotidienne des bovins, et en réalisant des transfusions, les animaux guérissent 

(Schofield, 1922).  

C͛est seuleŵeŶt eŶ ϭϵϯϵ Ƌue l͛ĠƋuipe de Kaƌl Paul LiŶk isole la stƌuĐtuƌe ĐƌistalliŶe de 

l͛ageŶt ƌespoŶsaďle de Đes hĠŵoƌƌagies : la ϯ,ϯ͛-diméthylène-4-hydroxycoumarine, appelée 

plus siŵpleŵeŶt diĐouŵaƌol. C͛est Đette ŵolĠĐule Ƌui eǆpliƋue à elle seule le ĐaƌaĐtğƌe ŶoĐif 

du mélilot avarié, le trèfle doux frais étant inoffensif. Lors de sa dégradation, la coumarine 

est oxydée en 4-hydroxycoumarine, couplée au formaldéhyde et enfin dimérisée pour 

produire le dicoumarol (figure 12). 

 

 

Figure 12 : Formation du dicoumarol 

 

En 1935, Quick développe le test du temps de prothrombine avec ses collaborateurs (Quick 

et al., 1935). La mise au point de ce test leur a permis de démontrer en 1937 l͛augŵeŶtatioŶ 

du temps de prothrombine dans la maladie du trèfle doux avarié et dans la maladie 

hĠŵoƌƌagiƋue du poulet. Kaƌl Paul LiŶk dĠŵoŶtƌe paƌ la suite Ƌue l͛aĐtioŶ dĠlĠtğƌe du 

diĐouŵaƌol peut ġtƌe ĐoŶtƌĠe paƌ l͛iŶjeĐtioŶ de ǀitaŵiŶe K. C͛est Đe résultat qui a permis de 

ƌĠǀĠleƌ l͛aĐtioŶ aŶtiǀitaŵiŶe K du diĐouŵaƌol ;Link, 1959). 

Synthétisé en 1940 par voie chimique, le dicoumarol est utilisé en médecine humaine 

comme anticoagulant, mais fut rapidement abandonné au profit du coumafène, un autre 

AVK présentant lui aussi un noyau coumarinique. Ce dernier est encore très utilisé en 

médecine humaine, notamment aux Etats-Unis où son faible coût le rend accessible aux 

personnes ayant une couverture de santé limitée. 

 

b. Différents AVK  

 



44 

 

Depuis l͛isoleŵeŶt du diĐouŵaƌol, de Ŷoŵďƌeuses ŵolĠĐules AVK oŶt ĠtĠ sǇŶthĠtisĠes. 

Toutes ces molécules peuvent être classées en 3 grandes catégories en fonction de leur 

structure chimique (figure 13) : 

• Les dérivés des 4-hydroxycoumarines parmi lesquels on va retrouver le 

coumafène et le brodifacoum. 

• Un dérivé de la 4-hydroxy-thiocoumarine représenté par la diféthialone. 

• Les dérivés de l͛iŶdaŶe-1,3-dione parmi lesquels on va retrouver la fluindione. 

 

 

 

Figure 13 : Les pƌiŶĐipales faŵilles d͛AVK et leuƌs dĠƌiǀĠs ;d͛apƌğs MiĐhauǆ, A., ϮϬϭϴͿ 

 

 

Les principaux principes actifs médicamenteux utilisés en France sont le coumafène 

(Coumadine®), l͛aĐĠŶoĐouŵaƌol ;SiŶtƌoŵ®Ϳ et la fluiŶdione (Previscan®). Des dérivés 

beaucoup plus efficaces ont été développés et utilisés en tant que rodonticides 

(chlorophacinone, coumatetralyl, bromadiolone, difenacoum, flocoumaféne, brodifacoum, 

difethialoŶe…Ϳ. 
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c. IŶhiďitioŶ de l’aĐtiǀité VKR 

 

Les AVK sont des anticoagulants oraux qui interviennent de manière indirecte sur la 

ĐoagulatioŶ eŶ iŶhiďaŶt l͛aĐtiǀitĠ VKOR. Eǆ ǀiǀo, loƌsƋue des ŵiĐƌosoŵes hépatiques de rats 

utilisĠs Đoŵŵe souƌĐe d͛eŶzǇŵe;sͿ à aĐtiǀitĠ VKOR, l͛iŶhiďitioŶ est de tǇpe ŶoŶ ĐoŵpĠtitif et 

les ĐoŶstaŶtes d͛iŶhiďitioŶ ǀoŶt de Ϭ,ϳ μM pouƌ le coumafène (figure 14) à 5 nM pour le 

brodifacoum. EtaŶt doŶŶĠ l͛hoŵologie stƌuĐtuƌale des AVK et de la vitamine K époxyde, Li et 

al. ;ϮϬϭϬͿ pƌoposeŶt Ƌu͛ils paƌtageŶt le ŵġŵe site de fiǆatioŶ. Toutefois, le ĐaƌaĐtğƌe ŶoŶ 

ĐoŵpĠtitif et iƌƌĠǀeƌsiďle de Đette iŶhiďitioŶ laisse peŶseƌ Ƌue l͛AVK et la ǀitaŵiŶe K ĠpoǆǇde 

ne se fixent pas au même endroit sur VKORC1 (Rishavy et al., 2010). Si le site de fixation des 

AVK Ŷ͛est pas ĐlaiƌeŵeŶt dĠfiŶi, uŶe hǇpothğse iŵpliƋue la tǇƌosiŶe ϭϯϵ de la VKORCϭ daŶs 

cette liaison et plus précisément du motif TYA (Thréonine – Tyrosine – Alanine) (Rost et al., 

2005 ; Ishizuka et al., 2008). 

 

 

Figure 14 : RepƌĠseŶtatioŶ de LiŶeǁeaǀeƌ et Buƌk d͛uŶe iŶhiďitioŶ ŶoŶ ĐoŵpĠtitiǀe de 
l͛aĐtiǀitĠ VKOR de microsomes de foie de rats sensibles par des concentrations croissante de 

ĐouŵafğŶe ;d͛apƌğs Lasseuƌ et al., 2005) 

 

 

L͛utilisatioŶ des AVK a pour résultat le blocage du recyclage de la vitamine K en 

inhibant deux étapes successives du cycle : la réduction de la vitamine K époxyde en 
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vitamine K quinone (activité VKOR), mais aussi la réduction de la vitamine K quinone en 

hydroquinone (activité VKR) par la VKORC1 (Li et al., 2004 ; Rost et al., 2004) (figure 15). 

 

 

Figure 15 : Action des AVK sur le cycle de la Vitamine K 

 

 

L͛aƌƌġt du ĐǇĐle de la ǀitaŵiŶe K eŶtƌaiŶe uŶe diminution de la vitamine K disponible et donc 

uŶe diŵiŶutioŶ de l͛aĐtiǀitĠ gamma-glutamyl-carboxylase. Les facteurs de coagulation 

vitamine K-dépendants restent  alors  sous  forme  non-gamma-carboxylée et voient leur 

activité pro-coagulante fortement diminuée : le calcium ne peut pas être fixé par la pince 

« di-carboxylique », eŵpġĐhaŶt aiŶsi l͛iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ les phospholipides aŶioŶiƋues 

plaquettaires. Les AVK induisent ainsi une augmentation du temps de coagulation et 

retardent la formation de fibrine. 

Le dosage dans le plasma des facteurs non gamma-carboxylés (=PIVKA = protein induced by 

vitamin k antagonist) peƌŵet d͛ideŶtifieƌ uŶ Ġtat de suďĐaƌeŶĐe eŶ ǀitaŵiŶe K.  

 

Malgré une utilisation intensive partout dans le monde, tant en médecine que comme 

rodonticide, le ŵode d͛aĐtioŶ des AVK ƌeste iŶĐeƌtaiŶ. En 1980, Silverman a proposé un 

ŵĠĐaŶisŵe d͛iŶhiďitioŶ Ƌui iŵpliƋue uŶe aĐǇlatioŶ paƌ l͛iŶhiďiteuƌ d͛uŶe des Ϯ ĐǇstĠiŶes du 

site ĐatalǇtiƋue de VKOR ou ĠǀeŶtuelleŵeŶt d͛uŶ aĐide aŵiŶĠ ŶuĐlĠophile pƌoĐhe daŶs 
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l͛espace (figure 16). Le thioester ainsi formé rendrait compte du caractère irréversible de 

l͛iŶhiďitioŶ et de soŶ ĐaƌaĐtğƌe ŶoŶ ĐoŵpĠtitif. CepeŶdaŶt, l͛iŶstaďilitĠ ƌelatiǀe de Đe 

thioester rendrait sa mise en évidence difficile à pH neutre. 

 

 

Figure 16 : MĠĐaŶisŵe d͛iŶhiďitioŶ de VKORCϭ ;d͛apƌğs SilǀeƌŵaŶ, ϭϵϴϬͿ 

 

D͛autƌes Ġtudes iŶdiƋueŶt Ƌue l͛effet iŶhiďiteuƌ du ĐouŵafğŶe seƌait plus iŵpoƌtaŶt loƌsƋue 

la VKOR est iŶĐuďĠe aǀeĐ l͛iŶhiďiteuƌ pƌĠalaďleŵeŶt à l͛iŶtƌoduĐtioŶ du dithiotƌĠitol (Fasco et 

al., 1983). Les auteurs en concluent que le coumafène interagirait avec la VKOR oxydée et 

bloquerait la réduction de la VKOR contredisant le mécanisme décrit par Silverman (1980). 

Le ŵĠĐaŶisŵe de l͛iŶhiďitioŶ Ŷ͛est doŶĐ toujouƌs pas ĐlaiƌeŵeŶt Ġtabli. 

 

 

V. Résistance aux AVK 

a. Mutations de VKORC1 

 

Résistance chez le rongeur 

 

Les rongeurs, et plus particulièrement les rats, ont été de tous temps assimilés aux 

gƌaŶdes ĠpidĠŵies et oŶt fait l͛oďjet d͛uŶe ǀĠƌitaďle lutte à tƌaǀeƌs le ŵoŶde pouƌ ĐoŶtƌôleƌ 

leur population disséminée aussi bien dans les zones urbaines que rurales.  

Et pouƌ Đause, les ƌats soŶt diƌeĐteŵeŶt ƌespoŶsaďles de la peste Ƌui a fƌappĠ l͛Euƌope au 

XIVème siècle et qui fit des millions de morts. De manière plus générale, les rongeurs sont 
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porteurs de plus de 40 zoonoses différentes comme la leptospirose ou le thyphus murin qui 

peuǀeŶt elles aussi s͛aǀĠƌeƌ ŵoƌtelle. De plus, ĠtaŶt des aŶiŵauǆ ĐoŵŵeŶsauǆ, les ƌoŶgeuƌs 

génèrent des dégâts colossaux au niveau des réserves céréalières par leur consommation 

ainsi que par la contamination via leurs déjections au niveau des stocks, rendant les produits 

impropres à la consommation. Avec une population estimée à 10 milliards, les rats 

constituent un tiers de la population de mammifères du monde. On Ġǀalue aujouƌd͚hui Ƌue 

les ravages perpétrés pourraient nourrir plus de 600 millions de personne à travers le monde 

par an, il semble donc évident que la lutte contre les rongeurs représente un enjeu de taille.  

 

Mais l͛utilisatioŶ aĐĐƌue des aŶtiĐoagulaŶts rodonticides a permis la sélection de rongeurs 

possédant des parades très efficaces face aux produits utilisés dans cette lutte. On observe 

aloƌs Đe Ƌue l͛oŶ Ŷoŵŵe uŶ phĠŶoŵğŶe de ƌĠsistaŶĐe Đhez Đes aŶiŵauǆ les ƌeŶdaŶt 

insensibles aux AVK et nécessitant une innovation constante pour développer de nouvelles 

molécules toujours plus efficaces.  

 

La définition de la résistance aux anticoagulants chez les rongeurs a évolué au cours du 

temps et au fur et à mesure de la mise sur le marché des diverses molécules 

anticoagulantes. En effet, cette résistance doit être génétique et potentiellement 

transmissible aux portées de jeunes rongeurs. Diverses définitions ont été données. Nous 

retiendrons la définition qui fût proposée par Greaves en 1994 qui fait bien apparaître trois 

éléments fondamentaux de la résistance aux anticoagulants : « La résistance aux 

aŶticoagulaŶts est uŶe peƌte ŵajeuƌe d’efficacitĠ de ces deƌŶieƌs loƌs d’uŶe utilisatioŶ 

correcte dans des coŶditioŶs Ŷoƌŵales. Cette peƌte d’efficacitĠ est due à la présence de 

lignées de rongeurs possédant une sensibilité aux anticoagulants notablement réduite et 

transmissible génétiquement. ». 

 

Historique 

 

C͛est eŶ ϭϵϱϴ Ƌue fut sigŶalĠe pouƌ la pƌeŵiğƌe fois eŶ EĐosse ;BoǇle, ϭϵϲϬͿ, daŶs 

une ferme des faubourgs de Glasgoǁ, l͛appaƌitioŶ de Đas de ƌĠsistaŶĐe auǆ ƌodoŶtiĐides de 

type AVK. La Grande Bretagne avait développé au début du siècle un contrôle massif des 

populations de rongeurs en raison de la nécessité de conserver des stocks alimentaires 

durant les deux guerres mondiales. Lors de la mise sur le marché des anticoagulants en 

1953, ceux-ci prirent un ascendant rapide sur les toxiques aigus comme la strychnine. La 
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Grande Bretagne connut alors une longue suite de traitements à base de coumafène 

principalement. Ce composé était alors employé à des concentrations de 0.005 % et 0.025 % 

contre le rat brun. 

Les études menées sur des rats capturés en Ecosse montrèrent une aptitude des rongeurs à 

suƌǀiǀƌe à des ƋuaŶtitĠs d͛aŶtiĐoagulaŶts ĐoŶsidĠƌaďles et eŶ tout Đas ďien supérieures à la 

quantité normalement mortelle. 

Le second pays à être touché par la résistance fut le Danemark en 1962. Les piégeages dans 

une zone couvrant 9000 km2 montrèrent que 24.2 % des rats étaient résistants (Lund, 1967). 

EŶ ϭϵϳϮ, l͛eŵploi du ĐouŵafğŶe fut iŶteƌdit suƌ l͛eŶseŵďle du JutlaŶd.  Il fut ƌeŵplaĐĠ paƌ le 

coumatétralyl, qui fut efficace sur 50 à 70 % des rats résistants. 

 

EŶ ϭϵϲϲ Đ͛est au PaǇs-Bas Ƌu͛uŶe ƌĠsistaŶĐe du ƌat ďƌuŶ fut ŵise eŶ ĠǀideŶĐe, plus 

précisément dans la province de Drenthe au nord-est du pays. Les précautions prises 

entrainèrent la réalisation de traitements rapides. Le coumafène fut remplacé par du 

coumatétralyl, puis par le fluoroacétamide (Ophof et Langevelt, 1969). 

EŶ ϭϵϲϴ Đ͛est au touƌ de l͛AlleŵagŶe FĠdĠƌale. EŶ 1971 les Etats Unis apparaissent sur la 

carte des pays contenant des rats résistants, plus précisément en Caroline du Nord (Jackson 

et Kaukeinen, 1972). Deux ans plus tard, des populations résistantes ont été détectées dans 

11 des 39 plus grandes villes des USA. 

Par la suite, oŶ a pu ĠgaleŵeŶt ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe l͛appaƌitioŶ de ƌĠsistaŶĐe au JapoŶ et eŶ 

Australie ainsi que dans le sud-est de l͛Asie ;JaĐksoŶ et AshtoŶ, ϭϵϴϲͿ. 

La France ne fut pas épargnée par le phénomène de résistance. En 1970, un cas de 

résistance au coumafène dans une colonie de Rattus rattus a été rapporté à Marseille 

(Desideri et al., 1978). 

 

FaĐe auǆ pƌoďlğŵes d͛iŶeffiĐaĐitĠ du coumafène et des anticoagulants de première 

génération, des composés plus puissants ont été développés dans les années 1970 et 1980, 

tout d͛aďoƌd le difĠŶaĐouŵ et la ďƌoŵadioloŶe, puis plus taƌdiǀeŵeŶt le ďƌodifaĐouŵ, le 

floĐouŵafĠŶe et la difĠthialoŶe ;Đes ĐoŵposĠs Ŷe ŶĠĐessitaŶt Ƌu͛uŶe seule ingestion pour 

être mortels). Cependant, des résistances à la plupart de ces composés ont été rapportées 

peu de temps après leur introduction (Rowe et al., 1981 ; Greaves et al., 1982 ; MacNicoll et 

Gill, 1987). De manière générale, ces cas de sensibilité réduite concernent des populations 
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de rongeurs qui étaient largement connus pour être déjà hautement résistants aux 

anticoagulants de première génération (Lund, 1981, MacNicoll et Gil, 1987). 

Actuellement de nombreuses questions se posent sur la réalité de ces résistances aux 

anticoagulants de seconde génération. La résistance auǆ AVKs Ŷ͛a jusƋu͛à pƌĠseŶt ĠtĠ 

confirmé que pour trois espèces de rongeurs. Rattus norvegicus (rat brun), chez lequel fut 

découvert le phénomène, Rattus rattus (rat noir) et Mus musculus domesticus (souris 

domestique).  

En France, ces trois espèces de rongeurs sont présentes. Dans les années 1950, le rat noir 

(Rattus rattus) Ġtait l͛espğĐe Ƌui, eŶ Ŷoŵďƌe d͛iŶdiǀidus, Ġtait doŵiŶaŶte suƌ tout le 

territoire. Depuis les années 1980, le rat brun (Rattus norvegicus) a connu une expansion 

fulgurante et est, de Đe fait, deǀeŶu l͛espğĐe pƌiŶĐipale suƌ le teƌƌitoiƌe fƌaŶçais. Il seŵďle 

Ƌue la populatioŶ de ƌat Ŷoiƌ ait ĐoŶŶu uŶ dĠĐliŶ paƌallğle et Ƌu͛elle soit ŵaiŶteŶaŶt 

cantonnée dans le sud de la France.  

 

Concernant la souris domestique, elle connait aussi une dynamique de population très 

importante. On retrouve cette espèce dans des environnements très variés, sachant tout de 

même que la cohabitation avec des populations de rats est très rare. Cette espèce 

est maintenant très représentée en ŵilieu uƌďaiŶ et Đ͛est elle qui semble poser, 

actuellement, le plus de problèmes, en termes de dégâts et en terme de difficulté 

d͛ĠƌadiĐatioŶ. 

 

Mécanisme de la résistance aux AVK 

 

La résistance génétique chez le rat est principalement due à deux mécanismes :   

 

- la résistanĐe de Điďle Đ͛est-à-dire l͛iŶeffiĐaĐitĠ ǀis-à-vis de VKORC1, la cible des AVK. 

- la ƌĠsistaŶĐe ŵĠtaďoliƋue Đ͛est-à-dire la dĠgƌadatioŶ plus ƌapide de l͛iŶhiďiteuƌ paƌ 

les cytochromes P450. 

  

L͛ideŶtifiĐatioŶ des ŵutatioŶs du gğŶe vkorc1 chez les rongeurs a fait l͛oďjet de Ŷoŵďƌeuses 

études. A partir de différentes populations de rongeurs situées dans des régions largement 

exposées aux AVK, Pelz et al. (2005) ainsi que Rost et al. (2009) ont identifié plusieurs 

polymorphismes du gène VKORC1. La première étude fut réalisée sur des populations 

localisées exclusivement en Europe. Par cette étude, ils mirent en évidence les 5 principales 
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mutations associées à la résistance aux AVK chez le rat (L120Q, L128Q, Y139C, Y139F et 

Y139S). Ces 5 mutations présentaient une distribution géographique bien précise et ces 

mutations pouvaient alors être dénommées « mutation allemande/danoise » pour Y139C, « 

mutation française » pour Y139F, « mutation galloise » pour Y139S, « mutation anglaise » 

pour L120Q et « mutation écossaise » pour L128Q (figure 17).  

 

Par la suite, cette répartition devint plus compliquée (Grandemange et al., 2010). En effet, 

l͛Ġtude de la distƌiďutioŶ de la ƌĠsistaŶĐe eŶ FƌaŶĐe ĐouplĠe au gĠŶotǇpage de vkorc1 permit 

de montrer la complexité de la répartition géographique des mutations. Ainsi Y139F est la 

ŵutatioŶ pƌiŶĐipale ƌetƌouǀĠe eŶ FƌaŶĐe, ŵais d͛autƌes ŵutatioŶs soŶt pƌĠseŶtes suƌ le 

territoire, comme Y139C, qui nous intéressera dans ce travail. 

 

 

Figure 17 : Répartition géographiƋue des diffĠƌeŶtes ŵutatioŶs ;d͛apƌğs E. BeŶoitͿ 

 

AfiŶ d͛Ġǀalueƌ l͛iŵpliĐatioŶ de Đes SNP (Single nucleotide polymorphism) dans la résistance 

auǆ AVK, les diffĠƌeŶtes pƌotĠiŶes oŶt ĠtĠ eǆpƌiŵĠes eŶ Đellules HEK. L͛aĐtiǀitĠ VKOR a 

ensuite été évaluée sans et avec coumafène. Seules les mutations en position 139, chez le 

rat et la souris, ont été démontrées comme positivement associées au phénotype de 

résistance aux AVK (figure 18). NĠaŶŵoiŶs, l͛eǆpƌessioŶ eŶ Đellules HEK ĠtaŶt faiďles, 

l͛eǆploƌatioŶ foŶĐtionnelle a été très limitée (une seule concentration de coumafène à 60 

μMͿ liŵitaŶt les iŶteƌpƌĠtatioŶs possiďles. 
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FaĐe à l͛aďseŶĐe de doŶŶĠes in vitro et à la diffiĐultĠ d͛eŶ oďteŶiƌ, uŶe eǆploƌatioŶ 

fonctionnelle in vivo ƌelatiǀe à l͛Ġtude des ĐoŶsĠƋuences des mutations a donc par la suite 

été réalisée par Grandemange et al. (2009). Puisque les mutations ont toujours été 

dĠteĐtĠes Đhez des ƌats sauǀages, il Ġtait diffiĐile daŶs Đes ĐoŶditioŶs d͛attƌiďueƌ uŶ effet 

spécifique à un gène en particulier, le ƌeste du gĠŶoŵe ƌestaŶt totaleŵeŶt iŶĐoŶŶu. C͛est 

pourquoi Grandemange et al. ;ϮϬϬϵͿ oŶt ƌĠalisĠ l͛iŶtƌogƌessioŶ de la ŵutatioŶ ϭϯϵF daŶs le 

gĠŶoŵe d͛uŶe souĐhe de ƌats de laďoƌatoiƌe. Apƌğs ϲ gĠŶĠƌatioŶs suĐĐessiǀes, la pƌopoƌtioŶ 

du génome du rat sauvage donneur de la mutation 139F a pu être estimée à 1,56%. La taille 

du segment moyen inséré (centré autour de Vkorc1) était de 28,3 Mb. Les conséquences 

phénotypiques associées à cette mutation ont alors pu être appréhendées. La présence de 

cette seule mutation est responsable de la résistance aux AVK de première génération 

oďseƌǀĠe Đhez le ƌat sauǀage. Cette ŵutatioŶ pƌĠseŶte à l͛Ġtat hĠtĠƌozǇgote eŶgeŶdƌe uŶ 

phénotype intermédiaire, démontrant une codominance entre les allèles sauvages et mutés. 
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Figure 18 : Temps de prothrombine comparés face à différents anticoagulants, pour 
différents phénotypes issus de la mutation Y139F 

 

 

La même étude a été réalisée les mutations Y139C et L120Q. Ces lignées démontrent le rôle 

causal de ces mutations dans le phénomène de la résistance des rongeurs. 

 

 

L͛eǆpƌessioŶ de VKORCϭ ƌeĐoŵďiŶaŶte a ĠgaleŵeŶt ĠtĠ utilisĠe pouƌ Ġǀalueƌ les 

conséquences des mutations du gène VKORC1 retrouvées chez les rongeurs.  

Les 3 principales mutations décrites chez le rat, Y139F, Y139C et L120Q ont été évaluée en 

système Pichia pastoris (figure 19). Les constantes d͛iŶhiďitioŶ oďteŶues iŶ ǀitƌo soŶt tƌğs 

proches des facteurs de résistance observés in vivo sur les animaux des lignées 

introgressées. 

 

          

 

Figure 19 : Utilisation des protéines recombinantes exprimées en Pichia pastoris pour 
l͛ĠǀaluatioŶ du ƌôle des ŵutatioŶs du gğŶe VKORCϭ. Rappoƌt des ĐoŶstaŶtes d͛iŶhiďitioŶ 
observées pouƌ uŶ AVK pouƌ uŶe ŵutatioŶ suƌ la ĐoŶstaŶte d͛iŶhiďitioŶ oďseƌǀĠe pouƌ la 

forme non mutée. 
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Les mutations analysées modifient non seulement la sensibilité de VKORC1 aux AVKs mais 

aussi diŵiŶueŶt foƌteŵeŶt l͛effiĐaĐitĠ eŶzǇŵatiƋue de VKORCϭ. De plus, Đes ŵutations 

pƌoǀoƋueŶt l͛appaƌitioŶ d͛uŶ ŵĠtaďolite de la ǀitaŵiŶe K ĠpoǆǇde iŶatteŶdu, la ǀitaŵiŶe K 

hydroxylée en 3. Ce métabolite est éliminé et participe à la déplétion du cycle de la vitamine 

K. Les animaux porteurs de cette mutation présentent ainsi, en l͛aďseŶĐe de 

supplémentation alimentaire par de la vitamine K3 une subcarence en vitamine K (figure 20). 

 

Figure 20 : Schéma explicatif de la formation de vitamine K hydroxylée en 3 induisant une 
subcarence en vitamine K 

 

b. VKOR-like : une résistance supérieure  

 

Les Ġtudes ƌĠalisĠes suƌ VKORCϭLϭ jusƋu͛à pƌĠseŶt s͛aĐĐoƌdeŶt à diƌe Ƌue Đette eŶzǇŵe 

semble significativement plus résistante que la VKORC1 pour la plupart des AVK 

classiquement utilisés (Czogalla et al., 2018, Hammed et al., 2013) (tableau 1). 

 

Tableau I : QuelƋues eǆeŵples d͛iŶhiďitioŶ ĐoŵpaƌĠe de VKORCϭ et VKORCϭLϭ 

;d͛apƌğs Czogalla et al., ϮϬϭϴͿ 

Molécule anticoagulante IC50 de VKORC1 (nM) IC50 de VKORC1L1 (nM) 

Warfarin (coumafène) 1.9 (1.8-2.1) 25.2 (23.1-27.4) 
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Dicoumarol 5.0 100.0 

Fluindione 4.8 (4.3-5.2) 268.5 (198.4-363.4) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figure 21 : CoŵpaƌaisoŶ d͛iŶhiďitioŶ de l͛aĐtiǀitĠ de VKORCϭ et VKORCLϭ paƌ diffĠƌeŶtes 
concentrations de ǁaƌfaƌiŶe ;d͛apƌğs Haŵŵed et al., ϮϬϭϯͿ 

 

Le constat majeur est que la VKORC1L1 est en général nettement plus résistante que 

VKORC1 sauvage. Or, nous verrons dans la partie suivante que le but de ce travail est de 

réaliser une inhibition sélective de la VKOR-like et non de la VKORC1. Ce qui apparait 

compliqué avec une sensibilité très supérieure de VKORC1 aux AVK courants.  
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Il nous est alors apparu que le moyen le plus simple de réussir à réaliser une inhibition 

sélective, compte-tenu de ce qui a été vu dans la section précédente, serait de comparer 

l͛iŶhiďitioŶ de l͛aĐtiǀitĠ de VKORCϭLϭ à Đelle d͛une VKORC1 mutée.  
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Partie II : Partie expérimentale 
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I. OďjeĐtif;sͿ de l’étude 

 

Le ou les rôle(s) de la VKOR-like daŶs l͛oƌgaŶisŵe soŶt eŶĐoƌe iŶĐoŶŶus. L͛oďjeĐtif de 

Đe tƌaǀail est doŶĐ d͛ideŶtifieƌ les foŶĐtioŶs de Đette eŶzǇŵe, et Đe, eŶ ƌĠalisaŶt uŶe 

iŶhiďitioŶ sĠleĐtiǀe. C͛est-à-diƌe Ƌue l͛oŶ souhaite tƌouǀeƌ des iŶhiďiteuƌs spĠĐifiƋues de la 

VKOR-like Ƌui Ŷ͛iŶhiďeŶt pas VKORCϭ. OŶ pouƌƌait aiŶsi, après synthèse – si cela est possible 

– de ces inhibiteurs potentiels, inhiber les fonctions de VKORC1L1 dans des populations de 

ƌats dğs leuƌ ŶaissaŶĐe, afiŶ d͛ideŶtifieƌ les tƌouďles phǇsiologiƋues Ƌue Đela eŶtƌaiŶeƌait au 

sein de leurs organismes. 

 

La difficulté principale qui se pose est que la VKORC1 sauvage est inhibée par la 

plupart des anticoagulants. Aussi avons-nous décidé de réaliser nos tests de comparaison 

d͛iŶhiďitioŶ non pas avec VKORC1 sauvage mais avec la VKORC1 mutée Y139C. Celle-ci étant 

résistante à de nombreux AVK, il sera beaucoup plus aisé de réaliser une inhibition 

comparative entre Y139C et la VKOR-like. De plus, dans la mesure où le laboratoire dans 

leƋuel j͛ai ƌĠalisĠ ŵes tƌaǀauǆ ;USC ϭϮϯϯ de l͛INRA) possède une lignée de rats de type 

Sprague Dawley introgressée avec le gène VKORC1 muté Y139C il sera ainsi facile de réaliser 

daŶs l͛aǀeŶiƌ des tests suƌ Đette lignée de rats mutés. 

 

AfiŶ d͛ġtƌe effiĐaĐe, la ƌeĐheƌĐhe d͛uŶe ŵolĠĐule effiĐaĐe se feƌa paƌ sĐƌeeŶiŶg d͛uŶe 

banque de molécules, synthétisées par Mŵe FloƌeŶĐe POPOWYCZ de l͛INSA de LǇoŶ, 

d͛aďoƌd paƌ uŶe estiŵatioŶ de l͛ICϱϬ puis par une détermination précise de la constante 

d͛iŶhiďitioŶ des molécules semblant réaliser un knock-out acceptable de VKORC1L1. 

 

II. Matériels et méthodes 

 

CaƌaĐtĠƌisatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue de la VKORCϭ-Like 

 

La séquence nucléotidique codant la protéine VKORC1-like de rat (ou de souris en 

ƌaisoŶ d͛uŶe ideŶtitĠ de ϭϬϬ% eŶtƌe les sĠƋueŶĐes eŶ aĐides aŵiŶĠsͿ a ĠtĠ optiŵisĠe paƌ 

GenScript USA Inc. (Etats-UŶisͿ afiŶ d͛Ġǀiteƌ au ŵaǆiŵuŵ les ĐodoŶs ƌaƌes et de peƌŵettƌe 

une expression élevée dans la levure Pichia Pastoris. Ce gène synthétique fusionné à une 

sĠƋueŶĐe ĐodaŶt l͛Ġpitope Đ-myc a ensuite été synthétisé par GenScript USA Inc, puis inséré 

dans le vecteur pPICZ-B par utilisation des sites de restriction EcoRI et XbaI. Le vecteur 
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pPICZ-B-VKORC1L1 a ensuite été amplifié, puis purifié par utilisation du kit de midi-

pƌĠpaƌatioŶ de QiageŶ ;Couƌtaďoeuf, FƌaŶĐeͿ. L͛eŶseŵďle de Đes tƌaǀauǆ a ĠtĠ effeĐtuĠ 

avant mon arrivée au laboratoire. 

 

a. Transformation des levures Pichia pastoris 

 

AfiŶ d͛eǆpƌiŵeƌ la pƌotĠiŶe ƌVKORCϭ-L1 par la levure pichia pastoris, le gène codant 

la pƌotĠiŶe d͛iŶtĠƌġt doit ġtƌe iŶtƌoduit daŶs le gĠŶoŵe de la leǀuƌe. CeĐi est ƌĠalisĠ paƌ 

transformation des levures compétentes SMD 1168 puis recombinaison. Les levures 

compétentes sont transformées grâce au kit de transformation Pichia EasyCompTM 

(Invitrogen, Gröningen, Pays-Bas), selon les instructions du fournisseur.  

 

Pour cela, le plasmide (5 µgͿ est pƌĠalaďleŵeŶt liŶĠaƌisĠ à l͛aide d͛uŶe eŶzǇŵe de 

ƌestƌiĐtioŶ Pŵe I ;ϮϬ uŶitĠsͿ duƌaŶt ϰh à ϯϳ°C. L͛ADN plasŵidiƋue est eŶsuite pƌĠĐipitĠ eŶ 

pƌĠseŶĐe d͛ĠthaŶol aďsolu à -20°C pendant 12 heures, puis récupéré par centrifugation à 

13 000g pendant 20 ŵiŶ. Le Đulot d͛ADN plasŵidiƋue est eŶsuite laǀĠ paƌ ajout d͛ĠthaŶol à 

70%, puis re-précipité par centrifugation à 13 000 g pendant 20 min et séché sous-vide. 

 

Les étapes suivantes sont ensuite effectuées en conditions stériles assurées par 

l͛utilisatioŶ d͛uŶ ďeĐ ďuŶseŶ. Le Đulot d͛ADN plasŵidiƋue est ƌesuspeŶdu daŶs ϱ µL d͛eau 

stérile, puis mis au contact de 50 µL de levures Pichia pastoris, préalablement rendues 

ĐoŵpĠteŶtes. ϭ ŵL de solutioŶ Ϯ ;il s͛agit d͛uŶe solutioŶ de polǇĠthǇlğŶe glǇĐolͿ est ajoutĠ et 

l͛eŶseŵďle est iŶĐuďĠ ϭh à ϯϬ°C tout eŶ iŶǀeƌsaŶt les tuďes toutes les ϭϱ ŵiŶutes. La 

transformation est ensuite réalisée en faisant subir un choc thermique aux levures en les 

plaçant à 42°C pendant 10 min. Les levures sont ensuite mises en suspension dans du milieu 

YPD ĐoŵposĠ de ϭ % ;p/ǀͿ d͛eǆtƌait de leǀuƌe, de Ϯ % ;p/ǀͿ peptoŶe, et de Ϯ % ;p/ǀͿ D-

glucose), puis placées sous agitation à 30°C pendant environ 3 heures. Les levures sont alors 

collectées par centrifugation à 3 000 g pendant 5 min, lavées par 2 rinçages successifs avec la 

solution 3 (solution saline disponible dans le kit de transformation). Après resuspension dans 

la même solution saline, les levures sont ensuite étalées sur un milieu YPD-Agar (2 % (p/v) 

Agar) contenant 100 µg/mL de zéocine (Invitrogen) et incubées pendant 2 à 3 jours dans une 

étuve à 30°C. Trois ou quatre colonies résistantes sont mises en culture dans le milieu YPD 

décrit ci-dessus. 
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b. Mise en culture des levures 

 

La levure Pichia pastoris est une levure méthylotrophique, c'est-à-diƌe Ƌu͛elle est 

Đapaďle d͛utiliseƌ le ŵĠthaŶol Đoŵŵe seule souƌĐe ĐaƌďoŶĠe via l͛alĐool oǆǇdase, pƌeŵiğƌe 

enzyme de la voie de métabolisation du méthanol. Son expression est contrôlée par le 

promoteur du gène aox1, fortement et exclusivement inductible par le méthanol.  Le gène 

ĐodaŶt la pƌotĠiŶe d͛iŶtĠƌġt est ĠgaleŵeŶt sous ĐoŶtƌôle du pƌoŵoteuƌ aox1. Le méthanol 

peƌŵet doŶĐ d͛iŶduiƌe l͛eǆpƌessioŶ de la pƌotĠiŶe ƌeĐoŵďiŶaŶte, iĐi la VKORCϭLϭ. 

 

Les levures sont cultivées dans du milieu BMGY constitué de ϭ % d͛eǆtƌait de leǀuƌe, 

de 2 % de peptone, de 0,1 M de phosphate (pH 5,0), de 1 % de glycérol et de 1,34 % de Yeast 

Nitrogen Base (YNB) pendant environ 48 h sous agitation à 30 °C, en ajoutant 2% de glycérol 

toutes le 5 à 6h. Les levures sont alors centrifugées à 3 000 g pendant 10 min à température 

aŵďiaŶte, puis ƌepƌises daŶs le ŵilieu d͛iŶduĐtioŶ BMMY ;ŵilieu de Đultuƌe daŶs leƋuel le 

méthanol remplace le glycérol). Les levures sont remises sous agitation à 30°C (figure 22) et 

la production de la protĠiŶe d͛iŶtĠƌġt est iŶduite paƌ ajout de ŵĠthaŶol ;ϭ %) matin, midi et 

soir. Après 48h d͛iŶduĐtioŶ, les leǀuƌes soŶt ĐolleĐtĠes paƌ ĐeŶtƌifugatioŶ et stoĐkĠes à -20°C.  

 

 

Figure 22 : Levures sous agitation à 30°C 
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c. Préparation des fractions microsomales de levures recombinantes 

 

La protéine VKORC1 étant une protéine membranaire, insérée dans la membrane du 

ƌĠtiĐuluŵ eŶdoplasŵiƋue, oŶ suppose Ƌu͛il eŶ est de ŵġŵe pouƌ la VKORCϭ-like, du fait de 

leur forte homologie. A partir des levures recombinantes cultivées, la fraction microsomale 

(correspondant à des vésicules de fragments de réticulum endoplasmique) est donc 

pƌĠpaƌĠe seloŶ le ŵġŵe pƌotoĐole ŵis eŶ plaĐe pouƌ l͛Ġtude de la ƌVKORCϭ.  

 

Brièvement, les culots de levures sont repris dans du tampon de broyage 50 mM de 

phosphate de potassium (pH 7,4) contenant du KCl 1,15%. Les levures sont ensuite broyées à 

l͛aide d͛uŶ ďƌoǇeuƌ BƌaŶdt paƌ des ďilles de ziƌĐoŶ ŵises sous agitatioŶ ĐoŶstaŶte à ϯϱϬϬ ƌpŵ 

durant 15 min à 4°C. Le lysat est ensuite centrifugé à 10 000 g durant 10 min à 4°C, ce qui 

peƌŵet l͛ĠliŵiŶatioŶ des dĠďƌis Đellulaiƌes, des ŶoǇauǆ et des ŵitoĐhoŶdƌies. Le suƌŶageaŶt 

est ensuite centrifugé à 100 000 g pendant 1 h à 4°C. Les microsomes (culot) sont ensuite 

repris et homogénéisés dans un tampon 50 mM HEPES (pH 7,4) contenant du glycérol 20%. 

Les microsomes sont ensuite aliquotés dans des tubes Eppendorf et conservés à -80 °C 

jusƋu͛à leuƌ utilisatioŶ.  

Toutes ces étapes sont schématisées de manière plus simple dans l͛aŶŶeǆe I. 

 

d. Dosage de la concentration protéique des fractions microsomales 

 

Le dosage des pƌotĠiŶes s͛effeĐtue seloŶ la ŵĠthode de Bƌadfoƌd. Il s͛agit d͛uŶ 

dosage ĐoloƌiŵĠtƌiƋue ďasĠ suƌ le ĐhaŶgeŵeŶt d͛aďsoƌďaŶĐe à ϱϵϱŶŵ du ďleu de Cooŵassie 

G250, après complexation avec les acides-aminés aromatiques (tryptophane, tyrosine et 

phénylalanine) et les résidus hydrophobes des acides aminés présent dans la ou les 

pƌotĠiŶes. L͛aďsoƌďaŶĐe ŵesuƌĠe est pƌopoƌtioŶŶelle à la ƋuaŶtitĠ de ĐoloƌaŶt liĠ, et doŶĐ à 

la concentratioŶ des pƌotĠiŶes pƌĠseŶtes daŶs l͛ĠĐhaŶtilloŶ. Cette ŵĠthode est tƌğs seŶsiďle 

puisƋu͛elle peƌŵet de dĠteĐteƌ de Ϯ à ϱµg de pƌotĠiŶes, et elle est aussi tƌğs ƌapide. 

 

La ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ pƌotĠiŶes est ĐalĐulĠe paƌ ƌappoƌt à uŶe gaŵŵe d͛alďuŵiŶe 

sérique bovine (BSA, fraction V, Sigma) de 0 à 10 µg traitée dans les mêmes conditions que 

les échantillons. La gamme est réalisée en double. 
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Les ĠĐhaŶtilloŶs soŶt diluĠs de façoŶ à Đe Ƌue l͛aďsoƌďaŶĐe apƌğs ajout du ƌĠaĐtif de 

bradford soit compris dans la gamme (dilution au 1/25èmeͿ. Deuǆ pƌises d͛essais ;ϭϬ et ϮϬ µLͿ 

soŶt sǇstĠŵatiƋueŵeŶt ƌĠalisĠes, puis ĐoŵplĠtĠes à ϭϬϬµL aǀeĐ de l͛eau. ϭ ŵL de RĠaĐtif de 

Bƌadfoƌd est eŶsuite ajoutĠ. Apƌğs au ŵoiŶs ϭϬ ŵiŶutes d͛iŶĐuďatioŶ ;la ĐoloƌatioŶ ĠtaŶt 

stable pendant 1 heure) la lecture des absorbances est réalisée à 595 nm sur un 

spectrophotomètre UV-visible. La concentration protéique des échantillons est déduite de la 

gaŵŵe d͛ĠtaloŶŶage. 

e. AŶalǇse par ǁesterŶ ďlot de l’eǆpressioŶ de la protéiŶe reĐoŵďiŶaŶte rVKORC1-

like dans la fraction microsomale 

 

Electrophorèse : Le Western Blot est réalisé après séparation des protéines 

microsomales (25 µg de protéines totales déposés par puits) en fonction de leur masse 

moléculaire, par électrophorèse sur gel dénaturant de polyacrylamide ;ϭϮ % pouƌ l͛aŶalǇse 

de la VKORC1-like, doŶt le poids ŵolĠĐulaiƌe est d͛eŶǀiƌoŶ ϮϬkDaͿ daŶs des ĐoŶditioŶs 

réductrices (en présence de -mercaptoéthanol).   

 

Préparation des échantillons : Les échantillons sont dilués dans du bleu de Laemmli, 

de façon à obtenir des concentrations finales de 2,5 µg/µL. Les protéines sont ensuite 

dénaturées et linéarisées par ébullition (permettant la rupture des liaisons faibles 

intramoléculaires), par action conjointe de -Mercaptoéthanol (permettant la réduction des 

ponts disulfures) et de Sodium-dodécyl-sulfate (permettant de charger les protéines 

ŶĠgatiǀeŵeŶtͿ, puis sĠpaƌĠes au seiŶ du gel paƌ aĐtioŶ d͛uŶ Đhaŵp ĠleĐtƌiƋue ;ϴϬV peŶdaŶt 

15 min, puis 160V pendant environ 45 min). 

Transfert : Le Western Blot consiste à transférer les protéines présentes sur un gel 

d͛ĠleĐtƌophoƌğse suƌ uŶe ŵeŵďƌaŶe de ŶitƌoĐellulose ou de PolǇǀiŶǇlidğŶe fluoƌide ;PVDFͿ 

de chez Millipoƌe™. 

 

Immunorévélation : La membrane obtenue subit alors divers traitements 

immunochimiques. Cette méthode peƌŵet la dĠteĐtioŶ et l͛ideŶtifiĐatioŶ de pƌotĠiŶes 

spécifiques dans un échantillon biologique. Il est possible grâce à cette technique de 

dĠteĐteƌ la pƌĠseŶĐe et l͛eǆpƌessioŶ d'uŶe pƌotĠiŶe daŶs uŶ tissu, ŵais ĠgaleŵeŶt d'Ġǀalueƌ 

sa taille, sa concentration, les variations de cette concentration, effectuer des comparaisons 

de concentrations entre différents groupes, etc.  
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Les rVKORC1 et rVKORC1-like étant exprimées sous forme de protéines de fusion 

aǀeĐ l͛Ġpitope Đ-ŵǇĐ, la dĠteĐtioŶ est ƌĠalisĠe à l͛aide d͛un anticorps spécifique anti-cmyc. 

L͛utilisatioŶ du ŵġŵe aŶtiĐoƌps pouƌ l͛Ġtude des VKORCϭ et VKORCϭ-like permettra la 

normalisation des constantes catalytiques Vmax et donc leur comparaison. 

 

Après transfert, la membrane est immédiatement plongée dans une solution 

saturante de PBS (Phosphate Buffer Saline) ĐoŶteŶaŶt ϱ% de lait, afiŶ de satuƌeƌ l͛eŶseŵďle 

des sites de la ŵeŵďƌaŶe suƌ lesƋuelles auĐuŶe pƌotĠiŶe Ŷe s͛est fiǆĠe. Apƌğs ƌiŶçage daŶs 

du PBS, la membrane est mise au contact du premier anticorps dilué 10 000 fois (anticorps 

polyclonaux de souris anti-c-myc, Invitrogen) pendant une nuit à 4°C. Après une série de 

rinçage dans du PBS-T (Phosphate Buffer Saline Tween), la membrane est hybridée avec le 

second anticorps dilué 5 000 fois dans du PBS-lait 5% (anticorps anti-immunoglobulines de 

souris conjugués à la phosphatase alcaline, Sigma, St Quentin Fallavier, France) pendant 1 h.  

  

 EŶfiŶ, apƌğs plusieuƌs ƌiŶçages daŶs le PBST et uŶ ƌiŶçage daŶs l͛eau, la ƌĠǀĠlatioŶ se 

fait en mettant en contact la membrane avec une solution de 5-bromo-4-chloro-3-indolyl 

phosphate/nitro blue tetrazolium (BCIP/NBT), substrat de la phosphatase alcaline. Après 

hydrolyse, le produit insoluble, présentant une coloration bleu/violet, précipite sur la 

membrane en lieu et place de la cible. La membrane est lavée pendant quelques secondes 

daŶs du ŵĠthaŶol pouƌ ĠliŵiŶeƌ les ďƌuits de foŶd aǀaŶt d͛ġtƌe sĠĐhĠe suƌ papieƌ filtƌe 

(annexe II). 

f. Activité enzymatique de la protéine recombinante VKORC1-like exprimée dans 

la fraction microsomale 

 

L͛aĐtiǀitĠ de la pƌotĠiŶe ƌeĐoŵďiŶaŶte ƌVKORCϭ-like a systématiquement été 

caractérisée comparativement à la rVKORC1. 

 

L͛iŶĐuďatioŶ staŶdaƌd est ƌĠalisĠe daŶs uŶ taŵpoŶ Hepes ϮϬϬ ŵM ;pH ϳ,ϰͿ ĐoŶteŶaŶt 

du KCl ϭϱϬ ŵM, eŶ pƌĠseŶĐe d͛uŶ ageŶt ƌĠduĐteuƌ, le dithiothréitol (1 mM), de 20-50 µg de 

fƌaĐtioŶs ŵiĐƌosoŵales et du suďstƌat de la ƌĠaĐtioŶ, l͛ĠpoǆǇde de ǀitaŵiŶe K ;ϮϬϬ µM pouƌ 

une réaction standard) dans un volume final de 1 mL. Le mélange est incubé pendant 30 min 

à 37°C et la réaction est arrêtée paƌ ajout de ϰ ŵL d͛uŶ ŵĠlaŶge isopƌopaŶol/heǆaŶe ;ϭ : 1).  

Le mélange réactionnel est alors centrifugé pendant 10 min à 3000 rpm.  
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La phase organique est collectée, puis évaporée à sec sous azote. Le résidu sec est 

immédiatement repris dans ϮϬϬµl d͛isopropanol. Le produit de la réaction, c'est-à-dire la 

vitamine K, est ensuite analysé par LC/MS. 

 

 

Figure 23 : SĐhĠŵatisatioŶ des eǆpĠƌieŶĐes d͛aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue 

  

La détermination des constantes cinétiques Km et Vmax est réalisée par mesure de 

l͛aĐtiǀitĠ daŶs les ĐoŶditioŶs staŶdaƌd dĠĐƌites pƌĠĐĠdeŵŵeŶt apƌğs additioŶ de 

concentrations croissantes de substrat KOX (de 0 à 200 µM). Les valeurs de Km et Vmax sont 

ĠǀaluĠes à l͛aide du logiĐiel d͛ajusteŵeŶt ŶoŶ liŶĠaiƌe, SigŵaPlot ϵ.0 (Erkraft, Allemagne) à 

paƌtiƌ de l͛ĠƋuatioŶ de MiĐhaelis-Menten : 

V = 
Vmax * [S] 

Km + [S] 

  

 

où V représente la vitesse initiale, Km, la constante de Michalis-Menten, S, la 

concentration en substrat (mM) et Vmax, la vitesse maximale de la réaction.  

 

 

g. Inhibition de la VKOR-like 

 

Les anticoagulants étant des inhibiteurs non-compétitifs de la VKORC1 et de la 

VKORC1-like (après vérification de la non-ĐoŵpĠtitioŶ de l͛aŶtiĐoagulaŶt ǀis-à-vis de cette 
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enzyme, par réalisation de cinétique enzymatique en fonction de la concentration de 

suďstƌat eŶ pƌĠseŶĐe de diffĠƌeŶtes ĐoŶĐeŶtƌatioŶs d͛aŶtiĐoagulaŶtsͿ, la dĠtermination des 

ĐoŶstaŶtes d͛iŶhibition Ki est ƌĠalisĠe paƌ ŵesuƌe de l͛aĐtiǀitĠ daŶs les ĐoŶditioŶs staŶdaƌd 

décrites précédemment après addition de coŶĐeŶtƌatioŶs ĐƌoissaŶtes d͛iŶhiďiteuƌ. 

 

 Les valeurs de Ki sont évaluées par régression non-liŶĠaiƌe à paƌtiƌ de l͛ĠƋuatioŶ 

d͛iŶhiďitioŶ ŶoŶ-compétitive : 

v = 
Vmax 

x 
[S] 

1 + [I]/Ki  Km + [S] 

    

où v, représente la vitesse initiale, I, la concentratioŶ d͛aŶtiĐoagulaŶt, Kŵ, la 

constante de Michalis-Menten, S, la concentration en substrat (mM), Vmax, la vitesse 

ŵaǆiŵale de la ƌĠaĐtioŶ et Ki, la ĐoŶstaŶte d͛iŶhiďitioŶ. 

 

III. Résultats 

 

Nous avons dans un premier temps vérifié la fonctionnalité de nos préparations de 

microsomes de levures recombinantes exprimant VKORC1L1. La production de Vitamine K 

quinone à partir de vitamine K époxyde est à la fois proportionnelle à la quantité de 

microsomes incubée (figure 24) mais aussi au teŵps d͛iŶĐuďatioŶ ;ƌĠsultats ŶoŶ montrés). 

 

 
 

Figure 24 : LiŶĠaƌitĠ eŶ foŶĐtioŶ du teŵps de l͛aĐtiǀitĠ de la VKOR-like 
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La Kŵ de la ƌĠaĐtioŶ est ĠǀaluĠe pouƌ uŶ teŵps d͛iŶĐuďatioŶ doŶŶĠ et uŶe ƋuaŶtitĠ dĠfiŶie 

de protéines microsomales en faisant varier la concentration en substrat, la vitamine K 

epoxyde. 

EŶ utilisaŶt l͛ĠƋuatioŶ de MiĐhaelis-Menten, la concentration pour laquelle la vitesse de la 

réaction correspond à la moitié de la vitesse maximale (Vmax/2) correspond à la Km. Cette 

Km a été évaluée et est estimée, par régression non linéaire, à 25 µM pour VKORC1L1 

recombinante. 

 

L͛iŶhiďitioŶ des aĐtiǀitĠs VKORCϭ et VKORCϭLϭ est ƌĠalisĠe eŶ pƌĠseŶĐe de diffĠƌeŶtes 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶs d͛iŶhiďiteuƌ. La ŵesuƌe de la ǀitaŵiŶe K ƋuiŶoŶe pƌoduite est ŵesuƌĠe et la 

relation eŶtƌe l͛aĐtiǀitĠ de l͛eŶzǇŵe et la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ iŶhiďiteuƌ est ŵodĠlisĠe eŶ 

foŶĐtioŶ de l͛ĠƋuatioŶ de MiĐhaelis-Menten pour un inhibiteur non compétitif. 

 

v = 
Vmax 

x 
[S] 

1 + [I]/Ki  Km + [S] 

    

    
La ĐoŶĐeŶtƌatioŶ peƌŵettaŶt d͛iŶhiďeƌ ϱϬ% de l͛aĐtiǀitĠ est aloƌs ĐalĐulĠe paƌ ƌĠgƌessioŶ ŶoŶ 

liŶĠaiƌe. Cette ĐoŶĐeŶtƌatioŶ ĐoƌƌespoŶd à l͛ICϱϬ ;CoŶĐeŶtƌatioŶ IŶhiďitƌiĐe ϱϬ%Ϳ. 

 

 

 

Figure 25 : Couƌďe d͛iŶhiďitioŶ de la ŵolĠĐule Ŷ°ϭϮ suƌ la VKORCϭLϭ ƌeĐoŵďiŶaŶte 
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L͛ICϱϬ a ĠtĠ estimée pour près de 120 molécules de la banque chimique vis-à-vis de la

VKORC1L1 recombinante et cette opération a été confirmée en augmentant le nombre de 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶs d͛iŶhiďiteuƌs et eŶ douďlaŶt tous les poiŶts d͛aŶalǇses pouƌ les ŵolĠĐules a 

priori les plus inhibitrices suite à cette estimation.  

Les 37 molécules présentant une activité inhibitrice de VKORC1L1 ont été sélectionnées. 

Figure 26 : Histogramme des IC50 de VKORC1L1 recombinante en fonction des inhibiteurs 

L͛ĠǀaluatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ iŶhiďitƌiĐe a eŶsuite ĠtĠ ƌĠalisĠe suƌ Đe ŵġŵe pƌotoĐole eŶ 

présence de microsomes de foies de rats SD (Sprague Dawley) dont le gène VKORC1 n͛est 

pas muté. Le graphique suivant représente, en utilisant une échelle logarithmique, les IC50 

oďteŶues pouƌ ĐhaĐuŶe de Đes ϯϳ ŵolĠĐules eŶ utilisaŶt Đoŵŵe souƌĐe d͛eŶzǇŵe soit la

VKORC1L1 recombinante, soit les microsomes de foie de rats SD. 

Figure 27 : Histogramme comparatif des IC50 de VKORC1L1 et de VKORC1 sauvage 
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EŶfiŶ, l͛ĠǀaluatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ iŶhiďitƌiĐe a eŶsuite ĠtĠ ƌĠalisĠe suƌ Đe ŵġŵe pƌotoĐole eŶ 

présence de microsomes de foies de rats SD (Sprague Dawley) dont le gène VKORC1 est 

porteur de la mutation Y139C. Le graphique suivant représente, en utilisant à nouveau une 

échelle logarithmique, les IC50 obtenues pour chacune de ces 37 molécules en utilisant 

Đoŵŵe souƌĐe d͛eŶzǇŵe soit la VKORCϭLϭ ƌeĐoŵďiŶaŶte, soit les ŵiĐƌosoŵes de foie YϭϯϵC. 

 
 

 

Figure 28 : Histogramme comparatif des IC50 de VKORC1L1 et de VKORC1-Y139C 

 

 

IV. Discussion 

 

Notre objectif était de définir un inhibiteur de VKORC1L1 qui puisse inhiber cette 

eŶzǇŵe saŶs iŶhiďeƌ VKORCϭ et Đe, daŶs le ďut d͛oďjeĐtiǀeƌ les foŶĐtioŶs ďiologiƋues de 

cette enzyme. Pour atteindre cet objectif, nous avons utilisé une banque de molécules 

ĐhiŵiƋues pƌoduite paƌ Mŵe FloƌeŶĐe PopoǁǇĐz, Pƌofesseuƌ à l͛INSA de LǇoŶ. Cette ďaŶƋue 

a ĠtĠ pƌoduite daŶs le Đadƌe de tƌaǀauǆ ĐoŵŵuŶs eŶtƌe Mŵe PopoǁǇĐz, l͛UŶitĠ RoŶgeuƌs 

Sauvages de Vetagro Sup (USC 1233) et un industriel. Cette banque est confidentielle et 

nous ne pouvons donc donner les structures des molécules constituant la banque. 

NĠaŶŵoiŶs, Đette ďaŶƋue a ĠtĠ dĠǀeloppĠe daŶs le Đadƌe de l͛Ġtude de ŵolĠĐules 

iŶhiďitƌiĐes de l͛eŶzǇŵe VKORCϭ. Les molécules sont des dérivés coumariniques ou 
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aŶalogues à des ĐouŵaƌiŶiƋues. L͛uŶe des stƌuĐtuƌes de ďase suƌ lesƋuelles Ŷous aǀoŶs 

travaillé est celle présentée en figure 29. 

 

Figure 29 : Base de travail sur un noyau coumarinique 

 

Les substitutions du noyau coumariniques (ici R1 et R2) sont très diverses.  

 

 Les IC50 obtenues correspondent au Ki de la réaction. En effet, il est facile de 

ŵoŶtƌeƌ Ƌue pouƌ uŶ iŶhiďiteuƌ ŶoŶ ĐoŵpĠtitif, l͛ICϱϬ, ĐoƌƌespoŶd au KI. Les Ki oďteŶues 

pour VkorC1-L1 pour les 37 molécules sélectionnées varient entre 190 nM et plus de 20 µM. 

Cependant, aucune des 37 molécules testées ne présente une Ki pour VKORC1L1 inférieure à 

la Ki pouƌ VKORCϭ. Il appaƌaît doŶĐ peu ǀƌaiseŵďlaďle d͛oďteŶiƌ uŶe ŵolĠĐule 

spécifiquement inhibitrice de VKORC1L1 et non de VKORC1 sur cette base. 

 

 Il appaƌaît iŵpossiďle d͛iŶhiďeƌ spĠĐifiƋueŵeŶt VKORCϭLϭ saŶs iŶhiďeƌ l͛eŶzǇŵe 

VkoƌCϭ sauǀage. Suite à Đe ĐoŶstat, Ŷous aǀoŶs eǆploƌĠ la possiďilitĠ d͛iŶhiďeƌ 

spécifiquement VKORC1L1 chez des ƌats poƌteuƌs d͛uŶe ŵutatioŶ de VKORCϭ tƌğs ƌĠsistaŶte 

aux anticoagulants coumariniques, la mutation Y139C. Cette mutation, observée chez des 

rats sauvages a été introgressée chez des rats SD sur plus de 10 générations par le 

laboratoire de Rongeurs Sauvages de Vetagro Sup. Les rongeurs obtenus présentent donc un 

génome contenant plus de 99% du génome de rats SD et un fragment du chromosome 1, 

hoŵozǇgote, ĐoŶteŶaŶt le gğŶe ŵutĠ. Si Ŷous soŵŵes Đapaďles d͛iŶhiďeƌ spĠĐifiƋueŵeŶt 

VKORC1L1 sans inhiber VKORC1 Y139C, nous pourrons alors utiliser cette lignée introgressée 

pour évaluer les fonctions de VKORC1L1. 

 

 La figure 28 présentée dans la partie Résultats de ce travail montrait que pour 

ĐeƌtaiŶes ŵolĠĐules, les Ki oďteŶues pouƌ l͛eŶzǇŵe VKORCϭ YϭϯϵC Ġtait supérieures à celles 

obtenues pour VKORC1L1. 
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La figure 30 ci-dessous montre le rapport des Ki obtenues pour VKORC1 Y139C sur les Ki 

obtenues pour VKORC1L1. 

 

Figure 30 : Rapport des Ki observés pour VKORC1 Y139C/VKORC1L1 

 

On observe que pour 7 molécules, ce rapport des Ki est supérieur à 10 et pour deux 

molécules il est même supérieur à 20. 

Ainsi pour la molécule n°13, la Ki pour VKORC1-L1 est de 586 nM alors que celle pour 

VKORCϭ YϭϯϵC est supĠƌieuƌe à ϭϳ µM. Cela sigŶifie Ƌu͛il faut 29 fois moins de cette 

molécule inhibitrice pour inhiber VKORC1L1 que pour VKORC1 Y139C, on pourrait donc ainsi 

hypothétiquement réaliser une inhibition spécifique (ou sélective). 

Ces molécules ont, de plus, des caractéristiques structurales assez particulières qui 

pouƌƌaieŶt peƌŵettƌe d͛eŶǀisageƌ ƋuelƋues ŵolĠĐules Ŷouǀelles poteŶtielleŵeŶt eŶĐoƌe plus 

intéressantes. 

Nous disposons donc de 7 molécules qui possèdent une Ki pour VKORC1L1 allant de 

480 nM à près de 1100 nM. Ces molécules devront, après administration, atteindre donc des 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶs iŶhiďitƌiĐes de l͛oƌdƌe de plusieuƌs fois la Ki daŶs des tissus eǆtƌa hĠpatiƋues 

sans atteindre des concentrations inhibitrices de VKORC1 dans le foie. Si nous obtenons, par 

uŶe ǀoie d͛adŵiŶistƌatioŶ adaptée ces concentrations, alors nous pourrons espérer observer 

les ĐoŶsĠƋueŶĐes foŶĐtioŶŶelles diƌeĐtes de l͛iŶhiďitioŶ de VKORCϭLϭ. 

 

Le rôle de VKORC1L1 apparaît important dans les tissus extra hépatiques comme le 

souligne Hammed et al. en 2013. Parmi les rôles de la vitamine K non assurés par le foie, il y 

a la gamma-ĐaƌďoǆǇlatioŶ de l͛ostĠoĐalĐiŶe et de la MGP. 
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L͛ostĠoĐalĐiŶe gaŵŵa ĐaƌďoǆǇlĠe se lie à l͛hǇdƌoǆǇapatite osseuse et paƌtiĐipe à la 

régulation de la croissance osseuse, par arrêt de celle-ci, comme dit dans la partie 

bibliographique. Le knock-out de l͛OC, Ƌue Đela soit Đhez le ƌat ;Laŵďeƌt et al., ϮϬϭϲͿ, ou la 

souƌis ;Lee et al., ϮϬϬϳͿ augŵeŶte l͛aĐĐƌĠtioŶ osseuse saŶs diŵiŶueƌ les ĐapaĐitĠs de 

résorption (Ducy et al., 1996). 

Des propriétés endocriŶes oŶt ĠtĠ attƌiďuĠes à l͛ostĠoĐalĐiŶe ŶoŶ gaŵŵa-ĐaƌďoǆǇlĠe. L͛uĐ-

ostéocalcine (under carboxylated) serait impliquée dans le contrôle de la sécrétion de 

l͛iŶsuliŶe et de l͛adipoŶeĐtiŶe. L͛iŶhiďitioŶ de VKORCϭLϭ pouƌƌait paƌtiĐipeƌ à la pƌoduĐtioŶ

d͛uĐ-ostĠoĐalĐiŶe. Il seƌait doŶĐ ġtƌe eǆtƌġŵeŵeŶt iŶtĠƌessaŶt d͛aŶalǇseƌ les pƌoduĐtioŶ

d͛uĐ-ostĠoĐalĐiŶe, d͛iŶsuliŶe et d͛adipoŶeĐtiŶe loƌs de l͛utilisatioŶ d͛uŶe des ŵolĠĐules

sélectionnées. Les perspectives thérapeutiques, notamment chez les patients atteints 

d͛ostĠopoƌose ;daŶs le Đas de l͛eǆeŵple de la foŶĐtioŶ ƌĠgulatƌiĐe de la ĐƌoissaŶĐe osseuse 

de l͛ostĠoĐalĐiŶeͿ, soŶt à paƌtiƌ de là tƌğs iŶtĠƌessaŶtes.

La MGP est une protéine exprimée dans la média des artères et les chondrocytes qui 

se lie au calcium présent dans ces tissus et permet de prévenir la calcification de ces tissus. 

Ainsi, il a été montré que chez des rats porteurs de la mutation VKORC1-Y139C, il apparaît 

un mécanisme de catabolisme accéléré de la vitamine K (Matagrin et al., 2013). La 

subcarence en vitamine K apparue chez ces rongeurs permet l͛appaƌitioŶ de ĐalĐifiĐatioŶ de 

la média des artères (Michaux A et al. 2018, Scientific report, accepté pour publication). 

Il est donc possible que, le cycle de la vitamine K dans les tissus extra hépatiques étant en 

partie assuré par la VKORC1-L1, on puisse observer une aggravation de cette calcification de 

la ŵĠdia des aƌtğƌes eŶ pƌĠseŶĐe de tels iŶhiďiteuƌs. Il seƌait aloƌs possiďle d͛oďteŶiƌ des 

rongeurs présentant des lésions de médiacalcose de façon contrôlée, ce qui permettrait de 

disposeƌ d͛uŶ ŵodğle aŶiŵal peƌŵettaŶt d͛Ġǀalueƌ les ĐoŶsĠƋueŶĐes phǇsiopathologiƋues 

de ces lésions. 
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CONCLUSION

Il est établi que la vitamine K est un micro-nutriment essentiel pour les organismes 

mammifères. Son impliĐatioŶ daŶs l͛aĐtiǀatioŶ de pƌotĠiŶes ǀitaŵiŶe K-dépendantes

hépatiques, impliquées dans la cascade de la coagulation, mais aussi extra-hépatiques, 

impliquées notamment dans la régulation de la prolifération osseuse ou encore du 

phénomène de calcification vasculaire, en font un élément central du métabolisme.  Son 

système de recyclage, permettant une économie formidable de ce nutriment, met en jeu 

une enzyme nommée VKORC1 pour Vitamine K epoxyde reductase complexe 1, exprimée 

dans le foie. Si la bibliographie liée à cette enzyme est assez conséquente et en dresse un 

ďilaŶ assez Đoŵplet, Đe Ŷ͛est pas le Đas de la VKOR-like, ou VKORC1L1, une enzyme issue

d͛uŶ gğŶe paƌalogue à Đelui de la VKORCϭ, et eǆpƌiŵĠe daŶs les tissus eǆtƌa-hépatiques.

Si des études in vitro ont montré que VKORC1L1 semble avoir les mêmes propriétés 

catalytiques que VKORC1 au niveau de la gamma-carboxylation des protéines vitamine K-

dĠpeŶdaŶtes, soŶ ƌôle daŶs l͛oƌgaŶisŵe ƌeste uŶe iŵŵeŶse iŶĐoŶŶue.

AfiŶ de pouǀoiƌ l͛ideŶtifieƌ, il est iŵportant de pouvoir cibler précisément cette

enzyme. Aussi avons-nous cherché, dans ce travail, à trouver un moyen de réaliser un K-O 

(Knock-Out) chimique de cette enzyme pour pouvoir identifier la ou les fonctions impactées 

et ainsi les implications métaboliƋues de Đette pƌotĠiŶe daŶs l͛oƌgaŶisŵe.

Pouƌ Đe faiƌe, Ŷous aǀoŶs ƌĠalisĠ des eǆpĠƌieŶĐes d͛aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue suƌ Đette eŶzǇŵe eŶ 

présence de différentes molécules contenant un noyau coumarinique. Le problème majeur a 

été de réussir à trouver, au sein de notre chimiothèque, des ŵolĠĐules iŶhiďaŶt l͛aĐtiǀitĠ de 

VKORCϭLϭ, saŶs iŶflueŶĐeƌ l͛aĐtiǀitĠ de la VKORCϭ. En effet, cette dernière, dans son

phénotype sauvage, a été inhibée par toutes les molécules testées qui possédaient une 

activité inhibitrice de VKORC1L1. Il était alors délicat de trouver une molécule adéquate. 

C͛est pouƌƋuoi Ŷous aǀoŶs Đhoisi de ƌĠaliseƌ Ŷos ĐoŵpaƌaisoŶs d͛aĐtiǀitĠ ŶoŶ pas eŶtƌe 

VKORC1L1 et VKORC1 mais entre VKORC1L1 et VKORC1 mutée Y139C. Cette mutation 

ĐoŶfğƌe à l͛eŶzǇŵe uŶe résistance aux molécules anticoagulantes supérieure à celle du

phĠŶotǇpe sauǀage. Le fait Ƌue le laďoƌatoiƌe USC ϭϮϯϯ d͛Ġtudes des RoŶgeuƌs Sauǀages 

possède une lignée introgressée avec ce gène muté était alors un avantage certain.  

Le screening de la banque de molécules à notre disposition a alors permis de faire émerger 7 

ŵolĠĐules d͛iŶtĠƌġt, pƌĠseŶtaŶt uŶe iŶhiďitioŶ sĠleĐtiǀe de la VKORCϭLϭ à des doses ďieŶ 

inférieures à celles nécessaires pour inhiber VKORC1-Y139C. 



La difficulté qui va se présenter par la suite sera de réussir à synthétiser ces molécules pour 

que leur administration à des populations de rats permette d'atteindre des concentrations 

efficaces dans les tissus extra-hépatiques, suffisantes pour inhiber VKOR-like, mais en même 

temps sans atteindre une concentration hépatique susceptible d'impacter la VKORC1-Y139C. 

Si cet objectif peut être atteint, alors il sera enfin possible d'appréhender les rôles de VKOR

like dans l'organisme. 
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La vitamine K est un micro-nutriment essentiel à l’organisme, en tant que cofacteur de

l’activation de nombreuses protéines vitamine K-dépendantes. Parmi celles-ci on peut

compter certains facteurs de coagulation (II, VII, IX et X) produits dans le foie, mais aussi des 

protéines extra-hépatiques impliquées notamment dans le contrôle de la croissance osseuse, la 

lutte contre les calcifications vasculaires ou encore le métabolisme énergétique. 

La vitamine K est activement recyclée dans l’organisme, grâce à l’action d’une enzyme : la

vitamine K époxyde réductase ou VKORC1. C’est cette enzyme qui va être la cible des

traitements anticoagulants utilisés en thérapeutique chez l’homme, et comme rodenticides 
partout dans le monde.  

Un gène paralogue à celui codant cette enzyme a été découvert, qui code pour une enzyme 
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