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Résumé 

L’angioedème (AO) à kinine est caractérisé par la survenue spontanée et récurrente d’œdèmes 

des tissus sous cutanés et sous muqueux, conséquence de l’accumulation des kinines sur 

l’endothélium vasculaire. La sévérité des AO dépend de leur localisation, ils sont déformants 

sur les tissus sous cutanés, douloureux au niveau de la muqueuse digestive et peuvent mettre 

en jeu le pronostic vital s’ils affectent le larynx. L’AO à kinine a d’abord été associé au déficit 

pour C1 Inhibiteur (C1Inh) puis des formes sans déficit pour C1Inh ont été décrites. L’AO est 

décrit comme une maladie multifactorielle pour laquelle l’ensemble des facteurs décisionnels 

n’est pas encore identifié. Ce travail a permis (1) de définir des paramètres stratégiques de la 

production des kinines pour l’AO, (2) d’identifier les paramètres impliqués et décisionnels 

pour la survenue des crises et leur sévérité, (3) de repérer des phénotypes biologiques des 

sujets atteints d’AO. 

Mots clés : Angioedèmes à kinine, critères diagnostics, phénotypes biologiques 

Abstract 

Kinin mediated angioedema (AO) is characterized by spontaneous and recurrent oedema 

affecting subcutaneous and submucosal tissue. Oedemas develop subsequently to kinin 

accumulation on vascular endothelium. AO severity is depending on localisation, they are 

warping on subcutaneous tissue, painful on digestive mucous and life treating when affected 

the larynx. Kinin mediated AO was first associated with C1 Inhibitor (C1Inh) deficiency and 

thereafter AO without C1Inh deficiency has been described. AO is a multifactorial disease for 

which all the decision-making factor(s) is(are) not yet identified. As results of this work, have 

emerged (1) a characterization of strategic parameters of the kinin production for AO, (2) an 

identification of significant and decision-making parameters for the attack onset and severity, 

(3) a cover of biological phenotypes of the AO patients. 

Keywords: Kinin mediated angioedema, diagnostic criterion, biological phenotypes 
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Introduction

L’existence des kinines a été découverte en 1909 par Abelous et Bardier [1]. Ces deux 

physiologistes français découvrirent les propriétés hypotensives de l’urine humaine injectée 

chez le chien. En 1928, Frey et Kraut identifièrent la substance hypotensive et la nommèrent 

« facteur H » [2]. En 1930, Kraut retrouva de fortes concentrations de cette substance au 

niveau du pancréas et la rebaptisa kallicréine (KK, du grec kallikras, pancréas). En 1949, 

Rocha e Silva isola et caractérisa la bradykinine (BK), substance peptidique de courte demi-

vie [3]. 

Aujourd’hui le terme kinine regroupe différents peptides ayant des propriétés de 

vasodilatation et de vasoperméation : BK, Kallidine (KD) substance P (sub P), Kininogène de 

haut poids moléculaire (HK) et de bas poids moléculaire (LK), Eledoisin, kassinin, 

Neurokinine A, Neurokinine B, Physalaemin. Dans la suite de l’exposé les kinines 

considérées seront limitées à BK et KD ainsi que leurs métabolites. 
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1. La formation des kinines et leur contrôle 

BK et KD sont des peptides générés in situ à partir de leurs précurseurs, respectivement 

HK (120 kDa) et LK (64 kDa), sous l’action d’enzymes appelées kininogénases. 

KD est le décapeptide tissulaire, homologue de BK, le nonapeptide plasmatique. KD et 

BK partagent la même séquence peptidique à la différence que KD dispose d’un acide aminé 

(aa) Lysine supplémentaire en position 1 (Figure 1). L’aminopeptidase M (APM) converti KD 

en BK et desArg10-KD (métabolite actif de KD) en desArg9-BK (métabolite actif de BK) en 

retirant le résidu Lys1, permettant ainsi la conversion des peptides tissulaires en peptides 

plasmatiques [4]. 

 

 

Figure 1 : Séquences peptidiques des kinines. 

KD (Kallidine) ; BK (bradykinine). KD et desArg10-KD, son métabolite, sont les kinines 

tissulaires converties par l’aminopeptidase M en BK et desArg9-BK, les kinines plasmatiques. 
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1.1 Les précurseurs des kinines 

HK et LK sont issus de l’épissage alternatif d’un même gène, KNG1 (11 exons) situé 

sur le chromosome 3q26 (Figure 2). HK et LK ont en commun les 3 premiers domaines (D1 à 

D3) du côté N-terminal (exons 1 à 9) qui correspondent à la chaîne lourde ainsi qu’une partie 

de l’exon 10 correspondant au domaine 4 clivé pour libérer BK ou KD. Par contre HK et LK 

diffèrent au niveau de leurs chaînes légères, la fin de l’exon 10 associé à l’exon 11 formant la 

chaîne légère de HK (56 kDa) et l’exon 11 seul, formant la chaîne légère de LK (4 kDa, 

Figure 2) [5].  

 

 

Figure 2 : Kininogènes de haut et de bas poids moléculaire : domaines structuraux. 

LK : kininogène de bas poids moléculaire ; HK : kininogène de haut poids moléculaire.  

HK et LK sont issus de l’épissage alternatif du gène KNG1. Ils ont en commun les domaines 1 

à 3 (chaîne lourde), codés par les exons 1 à 9 ainsi qu’une partie du domaine 4 codé par 

l’exon 10 contenant le domaine kinine. La chaîne légère de HK (56 kDa) correspond à la fin 

de l’exon 10 associé à l’exon 11. La chaîne légère de LK (4 kDa) correspond à l’exon 11 seul. 

Les domaines 2 et 3 contiennent une séquence spécifique QVVAG, douée de propriété 

inhibitrice des protéases à Cystéine telles que calpaïne, papaïne et cathepsine-L [5]. Les 

domaines 3, 4 et 5 portent les propriétés de fixation à la surface des cellules endothéliales 
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(Figure 3). La fixation de HK à la surface cellulaire est assurée par l’intermédiaire de 3 

récepteurs distincts : le récepteur à la tête globulaire de C1q (gC1qR), la cytokératine-1 (CK1) 

et le récepteur de l’activateur du plasminogène de type urokinase (uPAR) dans les rapports 

décroissants d’affinité (gC1qR>CK1>uPAR, Figure 3) [6]. Le domaine 3 inhibe la fixation de 

la thrombine aux plaquettes ce qui confère au kininogène des propriétés anti-thrombotique 

[5]. Le domaine 4, contient la séquence des kinines qui est sensible à la protéolyse par les 

kininogénases. 

 

 

 

Figure 3 : Fonction des différents domaines du kininogènes de haut poids moléculaire. 

FXI : facteur XI ; pKK : prékallicréine ; gC1qR : récepteur à la tête globulaire de C1q ; HK : 

kininogène de haut poids moléculaire ; CK1 : cytokératine-1 ; uPAR : récepteur de 

l’activateur du plasminogène de type urokinase. 

Le domaine 1 de HK est capable de fixer le calcium sans que la fonctionnalité de cette 

fixation ne soit établie. Les domaines 2 et 3, contiennent une séquence inhibitrice des 

protéases à Cystéine. Les domaines 3, 4 et 5 portent les propriétés de fixation à la surface des 

cellules endothéliales par l’intermédiaire de gC1qR, de CK1 et d’uPAR. Le domaine 3 inhibe 

la fixation de la thrombine aux plaquettes. Le domaine 4, contient la séquence des kinines qui 

est sensible à la protéolyse par les kininogénases. Et les domaines 5 et 6 se lient au FXI et à 

pKK. 
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1.1.1 Le kininogène de haut poids moléculaire 

HK est une α-globuline, synthétisée et sécrétée par le foie, dont la concentration 

plasmatique est de 70 à 90 mg•L-1 (0,58 à 1 µM). 

La protéolyse de HK par KK s’effectue en 3 temps. La première et la seconde étape 

correspondent à la coupure de HK entre les résidus Lys381 et Arg382 et entre Arg390 et Ser391 

(KK ne possède pas d’ordre préférentielle pour effectuer ces deux clivages), libérant BK et 

formant deux chaînes, l’une de 64 kDa et l’autre de 56 kDa, reliées par un pont disulfure entre 

les positions Cys29 et Cys595 (Figure 4). La troisième étape consiste à la stabilisation de la 

chaîne légère par un dernier clivage, qui forme la chaîne légère clivée (45 kDa) [7]. 

 

 

Figure 4 : Kininogène de haut poids moléculaire : formes native et clivée. 

Le clivage de HK par KK entre les résidus Lys381 et Arg382 et entre Arg390 et Ser391 libère 

bradykinine (BK). Les deux chaînes lourdes et légères restent associées par un pont disulfure. 
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1.1.2 Le kininogène de bas poids moléculaire 

LK est une β globuline de 64 kDa (Figure 2), dont la concentration plasmatique est de 

160 mg•L-1 (2,4 µmol•L-1). LK est clivé entre les résidus Met361 et Lys362 et entre les résidus 

Arg371 et Ser372
 [8], par la kallicréine tissulaire (hK1), libérant KD (Figure 5) [5].  

 

 

Figure 5 : Kininogène de bas poids moléculaire : formes native et clivée.  

Le clivage de LK par hK1 entre les résidus Met361 et Lys362 et entre Arg371 et Ser372 libère 

Kallidine (KD).  

 

1.2 Les protéases de la phase contact et les 

kallicréines plasmatique et tissulaires 

La description classique de la phase contact considère le clivage de HK sous l’action de 

la KK, issue elle-même de l’activation du proenzyme prékallicréine (pKK) sous l’action du 

Facteur XII protéase (FXIIa, Figure 6). Mais d’autres protéases, bien que minoritaires, 

peuvent participer aux activités enzymatiques associées à la libération des kinines telles que la 

Prolylcarboxypeptidase (PRCP) [9], la plasmine ou les protéines de choc thermique comme 

HSP90 (Figure 6) [10].  
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Figure 6 : Mécanisme de libération de la bradykinine (BK). 

HK : kininogène de haut poids moléculaire ; pKK : prékallicréine ; KK : kallicréine ; FXII : 

Facteur XII; FXIIa : FXII protéase ; - : charge négative ; PRCP : prolylcarboxypeptidase ; 

HSP90 : protéine du choc thermique ; CK1 : cytokératine 1 ; gC1qR : récepteur de la tête 

globulaire de C1q; uPAR : Récepteur de l’activateur du plasminogène de type urokinase. Les 

proenzymes FXII et pKK circulent dans le plasma. HK et pKK forment des complexes qui 

peuvent se fixer à la surface des cellules endothéliales. Au contact de charges négatives, FXII 

s’active en FXIIa, qui va activer pKK en KK qui va elle-même cliver HK pour libérer BK. 

HSP90 et PRCP sont également capables d’activer pKK. Une boucle d’amplification se forme 

lorsque KK active FXII. 
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1.2.1 Le facteur XII ou facteur Hageman 

Le facteur XII (FXII, EC 3.4.21.38) est un zymogène de type β-globuline de 80 à 90 

kDa, synthétisé par le foie et circulant dans le plasma à la concentration de 30 à 35 mg•L-1 

(0.30 à 0.45 µmol•L-1). FXII est codé par le gène F12 situé sur le chromosome 5. A l’heure 

actuelle aucune structure cristallographique de FXII n’est disponible. FXII protéase (FXIIa) 

se compose d’une chaîne lourde (353 aa) et d’une chaîne légère (243 aa). Le site catalytique 

de type protéase à Sérine est composé d’une triade catalytique (His412, Asp461 et Ser563) portée 

par la chaîne légère (Figure 7) [5].  

L’activation du FXII en FXIIa procède au contact de surfaces chargées négativement, à 

l’origine de la dénomination « phase contact ». Les domaines de type fibronectine (Fn) I, Fn 

II, la région riche en Proline et les résidus chargés positivement du domaine N-terminal 

contribuent à la fixation de FXII aux charges négatives (Figure 7). L’activation de FXII peut 

se décomposer en 2 étapes. La première correspond au clivage entre les résidus Arg353 et 

Val354
 et forme FXIIa ou α-FXIIa dont les deux chaînes (lourdes et légères) sont reliées par un 

pont disulfure (Figure 7). La seconde étape correspond aux clivages entre les résidus Arg334 et 

Asn335 et entre les résidus Arg343 et Leu344
 libérant une partie de la chaîne légère et formant β-

FXIIa (30 kDa, Figure 7) [11]. α-FXIIa possède la capacité d’activer pKK en KK, aboutissant 

à la libération des kinines, le complexe C1, premier composant de la voie classique du 

complément et le facteur XI (FXI) initiateur de la voie intrinsèque de la coagulation. β-FXIIa 

conserve la capacité d’activer pKK et le complexe C1. L’absence de la chaîne lourde et la 

diminution des propriétés de fixation aux charges négatives font perdre à β-FXIIa la capacité 

d’activer FXI [11]. L’absence de phénotype hémorragique chez les patients déficitaire pour 

FXII montre que FXII n’est pas indispensable à l’activation de la voie intrinsèque [12] 

toutefois FXII semble participer à la stabilisation du thrombus [13] (Cf. page 30 §1.3). 
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L’activation du proenzyme FXII s’opère selon 2 mécanismes. Le premier mécanisme 

dépend de l’auto-activation lente du FXII au contact de surfaces chargées négativement. Ces 

surfaces peuvent être d’origine exogène comme le verre, le dextran, des biomatériaux 

(membranes de dialyse) ou d’origine endogène tel que l’héparine [14], les polyphosphates 

[15], les cristaux d’acide urique [16], l’ARN extracellulaire [17], le collagène [18], le 

lipopolysaccharide (LPS) [19], les plaques amyloïdes [20]. Le second mécanisme dépend de 

l’activation du FXII par des protéases comme KK (formation d’une boucle d’amplification) et 

la plasmine [11]. 

 

 

Figure 7 : Domaines structuraux du facteur XII (FXII) [11][21]. 

FN : domaine de type fibronectine II et I ; EGF : domaine de type facteur de croissance 

épidermique ; FXII : Facteur XII zymogène ; FXIIa ou α-FXIIa : Facteur XII enzyme. 

FXII s’active au contact de charges négatives interagissant avec les domaines de type Fn I, Fn 

II, la région riche en Proline et les résidus chargés positivement du domaine N-terminal. 

L’activation de FXII en FXIIa ou α-FXIIa correspond au clivage entre les résidus Arg353 et 

Val354 dont les deux chaînes sont reliées par un pont disulfure entre la Cys340 et la Cys467. La 

chaine légère de FXIIa porte le site catalytique de type protéase à Sérine (His412, Asp461 et 

Ser563). Le seconde clivage entre les résidus Arg334 et Asn335 et entre les résidus Arg343 et 

Leu344
 libère une partie de la chaîne légère et forme β-FXIIa ou FXIIf.  
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L’activité de la FXIIa est contrôlée par des inhibiteurs de protéases, C1 Inhibiteur 

(C1Inh), contrôle majoritaire ; l’α2-macroglobuline (α2-M), l’α2-antiplasmine (α2-AP) et 

l’antithrombine III (ATIII) contrôles minoritaires. 

1.2.2 Les kallicréines 

Les kallicréines sont des enzymes initialement identifiées pour leurs capacités à cliver le 

kininogène et libérer les kinines. Actuellement les kallicréines sont divisées en deux groupes, 

plasmatique et tissulaire. 

1.2.2.1 Prékallicréine et kallicréine plasmatique 

La pKK (EC 3.4.21.34) est une γ globuline présentant deux isoformes de 85 et 88 kDa, 

selon l’hétérogénéité de la glycosylation sur la chaîne légère. Elle est synthétisée et produite 

par le foie et présente dans le plasma à la concentration de 35 - 50 mg•L-1 (0,41 – 0,56 

µmol•L-1) [5]. pKK est codée par le gène KLKB1 porté par le chromosome 4q35 et qui 

présente de nombreuses homologies (58 %) avec le gène codant pour le FXI, laissant 

supposer l’existence d’un gène ancestral commun. pKK circule dans le plasma sous forme 

zymogène dont environ 80-90 % forme un complexe non covalent avec HK [11]. KK est 

composée d’une chaîne lourde (371 aa) et d’une chaîne légère (248 aa) reliées par un pont 

disulfure. La chaîne lourde est structurée en 4 domaines répétés de 90-91 aa, dit domaines 

« Apple » (Figure 8), maintenus par 3 ponts disulfures. Ces 4 domaines Apple sont aussi 

retrouvés sur le FXI [5]. Les domaines d’interactions entre le domaine 6 de HK et pKK 

appartiennent aux domaines Apple 1, 2 et 4. Le site de reconnaissance pour le FXIIa se situe 

sur les domaines Apple 3 et 4 [5]. HK sert de récepteur à KK, sur la surface des cellules 

endothéliale par l’intermédiaire des récepteurs CK1, uPAR et gC1qR [6][11]. 
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Figure 8 : Modèle structural de la prékallicréine et de la kallicréine plasmatique. 

A : Structure de la prékallicréine, de kallicréine α et β : PS : peptide signal ; AP : domaine 

Apple. A partir de prékallicréine, le clivage entre les résidus Arg371 et Ile372
 forme α-

Kallicréine, dont la chaine lourde et la chaine légère sont reliées par un pont disulfure entre 

Cys371 et Cys372. La chaîne légère porte la triade catalytique (His415, Asp464 et Ser559). α-

Kallicréine subit un auto-clivage entre les résidus Lys140 et Ala141 qui forme β-Kallicréine. 

B : Structure secondaire de la chaîne légère de kallicréine : en jaune les feuillets β ; en rouge 

les hélice α ; les trois résidus du site catalytique His57, Asp102 et la Ser195 ; les sites de 

glycosylation concernent les résidus Asn21, Asn72 et Asn113 [22]. 

 

A 

B 
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L’activation de pKK en α-KK, par α-FXIIa et β-FXIIa, est la conséquence du clivage 

entre les résidus Arg371 et Ile372
 (Figure 8) [5]. PRCP [9] ou les HSP90 [10] sont également 

capables d’activer pKK. La chaîne légère porte la triade catalytique de la protéase: His415, 

Asp464 et Ser559. α-KK est capable de cliver HK pour libérer BK mais aussi d’activer FXII, 

pro-urokinase et plasminogène en FXIIa, urokinase et plasmine, respectivement. D’autres 

substrats de KK sont représentés par la pro-rénine, la protéine C3 du complément et le facteur 

H [23]. Par la suite α-KK, subit un clivage auto-lytique entre les résidus Lys140 et Ala141 

(Figure 8), pour former β-KK, qui possède une activité protéolytique diminuée [5]. 

L’activité de la KK est contrôlée par des inhibiteurs de protéases : C1Inh (contrôle 

majoritaire), α2-AP, ATIII et α2-M (contrôle minoritaire). L’association de KK à HK protège 

la KK du contrôle par C1Inh [5]. 

1.2.2.2 Prokallicréine et Kallicréine tissulaire  

Les prokallicréine et kallicréine tissulaires, constituent un groupe de protéases à Sérine 

codées par une quinzaine de gènes (hKLK1 à hKLK15). Le gène hKLK1, situé sur le 

chromosome 19q13, code pour hK1 (EC 3.4.21.35) qui est considérée comme la véritable 

kallicréine tissulaire capable de cliver LK pour libérer KD. Les autres membres de ce groupe 

d’enzymes sont appelées kallicréines à cause de leur homologie de séquence avec hK1 [24]. A 

l’inverse de la structure de KK composé de 4 domaines Apple répétés, les kallicréines 

tissulaires ne se composent que d’un seul domaine protéase. hK1 est une glycoprotéine de 46 

kDa, synthétisée au niveau des reins, des glandes salivaires, du pancréas, de l’endomètre et de 

l’hypophyse. Elle est sécrétée sous la forme d’un zymogène, appelé prokallicréine. La 

prokallicréine est activée sous l’action d’enzymes possédant elles-mêmes une fonction 

kallicréine (trypsine, thermolysine) [24] et contrôlée par la kallistatine principalement [25] et 

minoritairement par l’α1-antitrypsine (α1-AT) [26]. 
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1.2.3 Plasminogène et Plasmine 

Le plasminogène (791 aa, 90 kDa) est la forme zymogène de la plasmine (EC 3.4.21.7), 

synthétisée par le foie et sécrétée dans le plasma à la concentration de 100 à 200 mg•L-1 (1,1 à 

2,2 µmol•L-1). Le gène PLG, codant pour le plasminogène est situé sur le chromosome 6q26-

27 [27].  

Suite à l’activation du plasminogène par l’activateur tissulaire du plasminogène (tPA), 

l’activateur de type urokinase (uPA), FXIIa, FXIa, KK et la trypsine, la liaison entre les 

résidus Arg561 et Val562 est rompue pour produire la plasmine [28]. Par la suite, sous 

l’influence de l’auto-activation, le clivage entre les résidus Lys77 et Lys78 libère les 77 

premiers résidus de la chaîne lourde (Figure 9). L’activité protéase est portée par la triade 

His603, Asp646, Ser741 située sur la chaîne légère de la plasmine [29]. Une grande variété de 

substrats est convertie par la plasmine, dont KK, FXII, caséine, un protéoglycane, collagène 

de type IV, mais les substrats principaux sont le fibrinogène et la fibrine que la plasmine 

dégrade dans le cadre de la fibrinolyse. L’activité de plasmine est sous le contrôle principal de 

l’α2-antiplasmine (α2-AP) et l’α2-M [28]. 
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Figure 9 : Domaines structuraux du plasminogène et de la plasmine [29]. 

L’activation du plasminogène par la rupture de la liaison entre les résidus Arg561 et Val562 

forme la plasmine composée d’une chaine lourde et d’une chaine légère reliées par deux ponts 

disulfures entre les Cys558 et Cys566 et entre Cys561 et Cys562. Le clivage entre les résidus Lys77 

et Lys78 libère une partie de la chaîne lourde. L’activité protéase est portée par la triade His603, 

Asp646, Ser741 située sur la chaîne légère.  

1.2.4 Prolylcarboxypeptidase 

La prolylcarboxypeptidase (PRCP, EC 3.4.16.2) est une Sérine protéase de 58 kDa 

retrouvée de façon ubiquitaire dans le plasma et les tissus. PRCP est l’une des enzymes 

majeures du système rénine-angiotensine car elle est capable de convertir l’angiotensine-II 

(ang-II) en angiotensine[1-7] et l’angiotensine-III en angiotensine[2-7]. PRCP est elle-même 

capable d’activer pKK en KK [9]. 

1.3 Les déficits portant sur la phase contact 

Le déficit d’un des facteurs de la phase contact, déficit de HK ou trait Fitzgerald 

(Online Mendelian Inheritance in Man, OMIM 228960), déficit de pKK ou trait Fletcher 

(OMIM 612423), déficit de FXII ou trait Hageman (OMIM 234000), se traduit par une 

augmentation du temps de coagulation, in vitro, mais n’est pas associé à un phénotype 

hémorragique in vivo [30]. Les individus présentant un de ces déficits restent, pour la plupart, 

http://www.omim.org/
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asymptomatiques jusqu’à ce qu’un examen biologique de routine montre un temps de 

céphaline activée (TCA) allongé. En général, le déficit en FXII augmente le TCA de 200 

secondes, le déficit HK l’augmente d’environ 100 secondes et le déficit en pKK de 15 

secondes. L’absence de phénotype hémorragique dans ces situations confirme l’existence de 

redondance et le rôle mineur de HK, pKK et FXII dans la coagulation. 

1.4 Le contrôle de la phase contact et des 

kallicréines tissulaires 

Les enzymes formant BK et KD sont sécrétées sous formes de proenzymes, dont les 

activations et les activités sont contrôlées. FXII, pKK, FXIIa et KK sont sous le contrôle 

principal de C1Inh [31]. L’α2-AP contrôle principalement KK [32] mais aussi légèrement 

FXII [33]. L’ATIII et l’α2-M sont des contrôles minoritaires pour FXIIa [33][34] et pour KK 

[35] (Tableau I).  

Sur le plan tissulaire, hK1 est contrôlée principalement par la kallistatine [25] et 

minoritairement par l’α1-antitrypsine (α1-AT) [26]. 

 
Inhibition relative 

du Facteur XIIa  

Inhibition relative 

de la Kallicréine 

C1 Inhibiteur 91,3 % 52 % 

α2-antiplasmine 3,0 % 8 % 

antithrombine III 1,5 % 1,1 % 

α2-macroglobuline 4,3 % 35 % 

Tableau I: Activités relatives de contrôle de la phase contacte par différents inhibiteurs 

[34][35].  
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C1Inh, α2-AP, ATIII, kallistatine et α1-AT sont des protéines appartenant à la 

superfamille des inhibiteurs de protéases à Sérine (Serpine). Les Serpines agissent de manière 

stœchiométrique (1 : 1) avec la protéase-cible, tel un substrat suicide pour piéger la protéase. 

Ces protéines contiennent dans la partie, C-terminale, un domaine serpine associé à une 

boucle réactive dont la séquence mime la spécificité de substrat des protéases cibles. La 

reconnaissance du site par la protéase conduit au clivage d’une liaison peptidique P1 P1’ sur 

la serpine par la protéase, ce qui engage une attaque nucléophile du résidu Ser du site 

catalytique vis-à-vis du résidu Arg en P1 libéré ; les deux protéines sont alors liées par une 

liaison covalente de type ester. A cette liaison covalente s’associe un changement de 

conformation de la boucle réactive de la serpine qui s’insère dans le plancher A (feuillets β A, 

coloration bleue Figure 10, A), enfermant ainsi la protéase dans un complexe serpine-

protéase. La protéase est alors inactivée dans une liaison covalente avec son inhibiteur (Figure 

10, A) [36]. Cette réaction peut être imagée sous le principe de la tapette à souris (Figure 10, 

B). 



 

33 / 173 

 

 

 

Figure 10 : Mécanisme de l’inhibition par un inhibiteur des protéases à Sérine [36]. 

A : La reconnaissance de la protéase cible (coloration dorée) par la boucle réactive (RCL, 

coloration verte) conduit au clivage de la liaison peptidique entre P1 et P1’ sur RCL par la 

protéase. Les deux protéines forment alors un complexe. La formation de ce complexe 

s’associe à un changement de conformation de RCL qui s’insère dans les feuillets β A 

(coloration bleue), enfermant ainsi la protéase dans un complexe covalent serpine-protéase.  

B : Illustration du mécanisme d’inhibition (dessin de Jan H Nuijens, Leiden NL) 

1.4.1 Le contrôle des protéases plasmatiques 

1.4.1.1 C1 Inhibiteur 

C1Inh est une serpine de 105 kDa, circulant dans le plasma à la concentration de 240 

µg•mL-1 (ce qui définit 1 U•mL-1) ; elle est codée par le gène SERPING1 porté par le 

chromosome 11. Le domaine serpine et la boucle réactive de C1Inh correspondent aux 

critères communs des serpines, mais le domaine N-terminal est fortement glycosylé (45% en 

A 

B 
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poids), propriété non retrouvée chez les autres serpines, ce qui confère à C1Inh des propriétés 

spécifiques à ces polysaccharides dans ses fonctions de ligand des sélectines (Figure 11) [37]. 

C1Inh est produit par les hépatocytes, les macrophages, les cellules endothéliales et les 

cellules de la microglie. Sous l’influence de cytokines comme le facteur α de nécrose 

tumorale (TNF-α), l’interleukine (IL) -6 ou l’interféron (IFN) -γ, la biosynthèse de C1Inh est 

augmentée. C’est ainsi que sa concentration peut être multipliée par 2,5 lors de la phase aigüe 

de l’inflammation [37]. 

 

Figure 11 : Modèle de C1 Inhibiteur. 

N- : indique une glycosylation N-liée, O- : indique une glycosylation O-liée. Le domaine N-

terminal de la protéine C1 Inhibiteur porte 11 sucres dont 3 sont N-liés sur les résidus Asn25, 

Asn69 et Asn81 et 8 sont O-liés sur les résidus Thr47, Thr48, Ser64, Thr71, Thr83, Thr88, Thr92 et 

Thr96. Le domaine C-Terminal porte 3 glycosylation N-liées sur Asn238, Asn253, Asn352 et la 

boucle réactive entre les résidus Arg444 et Thr445. 

C1Inh a été initialement identifié comme contrôle des protéases C1s, C1r du 

complément, d’où cette serpine tient son nom. C1Inh est largement impliqué dans le contrôle 

de la kininoformation, car il contrôle les activités de KK et FXIIa. Il contrôle également les 

protéases associées à la lectine fixant le mannose (MASP-1 et -2), le FXIa et la thrombine de 

la coagulation, la plasmine et le tPA de la fibrinolyse (et de la kininoformation) [37]. La 

principale fonction de C1Inh est donc le contrôle des protéases à Sérine, mais cette protéine 
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semble avoir des fonctions additionnelles indépendantes de son activité vis-à-vis des 

protéases. Par ses motifs Lex ligand des sélectines, C1Inh développe un rôle protecteur de 

l’inflammation dans les situations de sepsis ou d’ischémie-reperfusion [38]. Les hypothèses 

de ce mécanisme évoquent une modification du profil cytokinique et/ou une modification de 

l’interaction des leucocytes à la surface des cellules endothéliales lorsque C1Inh est lui-même 

fixé aux surfaces cellulaires [39].  

Le déficit pour C1Inh conduit à la production incontrôlée des kinines par l’absence de 

contrôle des protéases de la kininoformation (KK, FXIIa) et à la pathologie de l’angioedème 

héréditaire par déficit en C1Inh (AOH-C1Inh, Cf. page 57 §5.2.1) [40]. Il existe des 

redondances pour l’inhibition des autres protéases (C1s, C1r, FXIa, thrombine, plasmine, 

tPA) qui permettent de compenser le défaut de C1Inh vis-à-vis de ses cibles. 

1.4.1.2 α2-macroglobuline 

L’ α2-M est un large homotétramère de la superfamille des α macroglobulines. Sa 

fonction principale est le contrôle de plusieurs protéases sans grande spécificité de cible. L’α2-

M est en effet capable d’inhiber des enzymes de type carboxypeptidase, protéase à Sérine ou 

métallo-protéase. L’α2-M possède une région « bait » qui contient des sites spécifiques de 

clivage pour les différentes protéases. Lorsqu’une protéase clive la région « bait », il se 

produit un changement de conformation qui piège la protéase et découvre une liaison thioester 

qui va être hydrolysée. L’hydrolyse de cette liaison permet la création d’une liaison covalente 

entre la protéase et l’α2-M. Le complexe α2-M/protéase formé, est ensuite endocyté et 

rapidement éliminé de la circulation [41]. L’α2-M joue un rôle majeur dans la régulation de 

l’hémostase et de l’inflammation car elle contrôle la thrombine, le facteur Xa, le tPA, 

l’élastase et la KK [35][42]. L’action sur FXIIa est modeste [34]. 
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1.4.1.3 Les autres inhibiteurs des protéases plasmatiques 

L’α2-AP fait partie de la superfamille des serpines, c’est une glycoprotéine de 67 kDa 

synthétisée par le foie et circulant dans le plasma à la concentration de 70 mg•L-1 [27]. La 

cible principale de l’α2-AP est la plasmine, mais elle inhibe également la chymotrypsine, la 

trypsine, KK [32] et FXIIa [33]. Le déficit congénital en α2-AP, codée par le gène SERPINF2, 

se traduit par des saignements à répétition, ce qui confirme le rôle majeur de l’α2-AP dans le 

contrôle de la fibrinolyse [27]. 

L’ATIII fait, elle aussi, partie de la famille des serpines. Cette glycoprotéine de 58 kDa 

codée par le gène SERPINC1 est principalement impliquée dans le contrôle de la coagulation, 

à travers ses effets inhibiteurs sur les facteurs IXa, Xa et XIa et minoritairement impliquée 

dans le contrôle de la kininoformation via ses effets sur KK [35] et FXIIa [33]. Le déficit en 

ATIII est associé à des thrombophilies. 

1.4.2 Le contrôle des protéases tissulaires 

L’α1-antitrypsine (α1-AT) est le premier inhibiteur identifié de hK1. Ces deux protéines 

sont capables de former un complexe mais cette interaction est lente à s’établir ce qui suggère 

au final un rôle mineur de l’α1-AT dans le contrôle de l’activité de hK1 [25][26]. 

La kallistatine est une serpine de 58 kDa qui forme un complexe équimolaire stable 

avec hK1 (92 kDa). Lors de la formation du complexe, hK1 clive un petit fragment C-

terminal de kallistatine ce qui a pour conséquence d’inhiber son activité protéase. 

L’interaction entre la kallistatine et hK1 est environ 1000 fois plus rapide à s’établir que celle 

entre hK1 et l’α1-AT [25]. 
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2. Le catabolisme des kinines 

Les kinines BK, KD et leurs métabolites actifs possèdent des demi-vies courtes (27 s, 

19 s, 643 s et 32 s respectivement pour BK [43], KD [44], desArg9-BK [43] et desArg10-KD 

[45]). La dégradation rapide des kinines constitue un moyen supplémentaire de contrôler leurs 

actions et permet d’expliquer leurs activités autocrine ou paracrine. 

Les principales enzymes intervenant dans le catabolisme des kinines sont des 

métalloprotéases à zinc. Ces enzymes sont appelées aussi peptidases car elles sont douées 

d’une faible spécificité de substrat ; c’est ainsi que leur activité varie (1) selon le substrat 

peptidique, (2) selon l’espèce considérée, (3) selon le milieu biologique exploré. Les données 

décrites ci-dessous concernent le plasma humain.  

 

 

Figure 12 : Catabolisme de la bradykinine (BK) et de desArg9-BK. 

ECA : Enzyme de conversion de l’angiotensine-I ; CPN/CPM : Carboxypeptidase N/M ; 

APP : Aminopeptidase P ; DPPIV : Dipeptidyl peptidase IV.  

BK est dégradée en métabolites inactifs principalement par l’ECA et secondairement par 

l’APP. BK peut également être transformée (réaction quantitativement mineure) en un 

métabolite actif desArg9-BK par CPN/M. desArg9-BK est dégradé en métabolites inactifs 

principalement par l’APP et secondairement par l’ECA. DPPIV assure un rôle secondaire par 

la  prise en charge des métabolites issus de la dégradation par l’APP. 
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Les premières investigations du catabolisme des kinines identifièrent deux voies. La 

voie kininase I, soluble ou plasmatique, transforme l’agoniste de récepteur B2 (RB2) en 

agoniste du récepteur B1 (RB1). Elle est représentée par les carboxypeptidase N/M (CPN/M). 

La seconde voie, la voie kininase II, membranaire qui dégrade BK, est représentée par 

l’Enzyme de conversion de l’angiotensine-I (ECA, Figure 12 et Figure 13). 

 

 

Figure 13 : Sites d’intervention des enzymes du catabolisme des kinines. 

APM : Aminopeptidase M ; APP : Aminopeptidase P ; BK : Bradykinine ; CPN/M : 

Carboxypeptidase N/M ; desArg9-BK : desArg9-bradykinine ; desArg10-KD : desArg10-

Kallidine ; DPPIV : Dipeptidyl Peptidase IV ; ECA : Enzyme de Conversion de 

l’Angiotensine-I ; KD : Kallidine. Les flèches pleines indiquent une action directe sur le 

peptide, les flèches en pointillé indiquent une action indirecte, sur les métabolites secondaires. 
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2.1 Enzyme de Conversion de l’Angiotensine-

I 

L’enzyme de conversion de l’angiotensine-I (ECA, EC 3.4.15.1) ou kininase II est une 

ecto-enzyme transmembranaire possédant deux isoformes, résultant de l’existence de 2 

promoteurs différents. L’une des isoformes est exprimée au niveau des cellules germinales 

masculines (100 kDa) et l’autre somatique (170 kDa) est exprimée à la surface des cellules 

endothéliales, épithéliales et immunitaires (macrophages et cellules dendritiques). A partir de 

l’isoforme somatique membranaire, une forme soluble plasmatique peut être libérée sous 

l’action d’une enzyme de type sécrétase et le clivage de la partie C-terminale. 

L’ECA représente l’enzyme majoritaire pour la dégradation de BK, transformée en 

BK[1-7]. Elle est une enzyme secondaire pour le catabolisme de desArg9-BK, qu’elle 

transforme en un métabolite inactif, BK[1-5] (Figure 12). L’ECA dégrade également KD et 

desArg10-KD en KD[1-6] (Figure 13) [46]. Elle convertit aussi l’Angiotensine-I (Ang-I) 

inactive en Ang-II vasoconstrictrice (Figure 14), mais la constante de Michaelis (Km) est en 

faveur de BK (Km = 0,18 µM pour BK et Km = 16 µM pour l’Ang-I) [47]. C’est en particulier 

pour cibler la transformation de l’Ang-I en Ang-II que des inhibiteurs puissants de l’ECA 

(IEC) sont utilisés comme médicaments antihypertenseur. 

L’ECA est codée par le gène ACE situé sur le chromosome 17 (17q23), de nombreux 

polymorphismes sont décrits pouvant expliquer l’importante variabilité interindividuelle des 

niveaux de l’ECA plasmatique. En particulier, l’insertion (allèle « I ») /délétion (allèle « D ») 

de 287 paires de bases au niveau de l’intron 16 du gène (rs1799752) est impliquée dans le 

niveau de l’activité ECA plasmatique. Le génotype D/D conduisant à une forte activité alors 

que les porteurs du génotype I/I possèdent une activité enzymatique faible [48]. 



 

40 / 173 

 

 

Figure 14 : Implication de l’Enzyme de Conversion de l’Angiotensine-I (ECA) dans le 

système kallicréine–kinine et le système rénine-angiotensine. 

L’ECA dégrade bradykinine (active) en BK[1-7] (inactif) et convertit l’Angiotensine-I 

(inactive) en Ang-II (active). Les constantes Michaelis (Km) de ces réactions sont en faveur de 

la prise en charge de bradykinine. 

2.2 Aminopeptidase P 

L’aminopeptidase P (APP, EC 3.4.11.9) est exprimée sous deux formes. La première est 

membranaire, ancrée par un motif glycosylphosphatidylinositol (GPI) à la surface externe des 

cellules endothéliales, épithéliales et des cellules mononuclées sanguines. Elle est codée par le 

gène XPNPEP2 situé sur le chromosome X. Elle peut être clivée au niveau du motif GPI par 

une phospholipase (PPL) pour être libérée dans le plasma. La seconde forme est 

cytoplasmique et codée par le gène XPNPEP1 situé sur le chromosome 10 [49].  

L’APP libère à partir d’un peptide un à trois résidus liés à une Proline du côté N 

terminal [49] (Figure 13). Elle représente la principale enzyme responsable du catabolisme de 

desArg9-BK (environ 65 %) et la seconde en importance pour celui de BK, qu’elle transforme 

en métabolites inactifs, respectivement BK[2-8] et BK[2-9] (Figure 12) [50] ; alors qu’elle ne 

possède aucune action directe sur KD et desArg10-KD [51]. Cette enzyme devient 

prépondérante pour le catabolisme de desArg9-BK lorsque l’ECA est inhibée (traitement 

antihypertenseur IEC par exemple). Des polymorphismes du gène XPNPEP2 sont associés à 
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une faible activité de l’APP [52] et représentent un facteur de risque pour l’accumulation des 

kinines et la survenue d’angioedèmes iatrogènes. 

2.3 Carboxypeptidase M et N 

Les carboxypeptidases M (CPM, EC 3.4.17.12) et N (CPN, EC 3.4.17.3) possèdent 41 

% d’homologie de structure. CPN ou kininase I est un tétramère plasmatique composé de 2 

fois 2 sous-unités, l’une régulatrice et l’autre catalytique, synthétisées par le foie et codée par 

le gène CPN1 porté par le chromosome 10. Alors que CPM est une enzyme membranaire, 

ancrée à la surface des cellules souches hématopoïétiques, des monocytes/macrophages, des 

cellules épithéliales et endothéliales, à l’aide d’un motif GPI. CPM est codée par le gène CPM 

situé sur le chromosome 12. 

CPN/M clivent le résidu C-terminal (-Arg ou -Lys) de BK ou KD transformant les 

peptides agonistes de RB2 (BK et KD) en peptides agonistes de RB1 (desArg9-BK et 

desArg10-KD, Figure 12 et Figure 13). CPN/M participent également à la dégradation des 

anaphylatoxines (C3a, C4a et C5a) en peptides desArg. 

CPN/M constituent la voie kininase-I, voie mineure pour le catabolisme de BK d’un 

point de vue quantitatif lorsque les autres enzymes du catabolisme sont pleinement 

fonctionnelles mais qui devient importante lorsque les autres enzymes font défaut ou sont 

inhibées par un médicament, IEC par exemple [43]. 

2.4 Dipeptidyl-Peptidase IV 

Dipeptidyl-Peptidase IV (DPPIV, EC 3.4.14.5) est une glycoprotéine de surface, 

identifiée également comme CD26, codée par le gène DPP4 situé sur le chromosome 2. Elle 

est impliquée de façon secondaire dans le catabolisme des kinines dans la dégradation des 

métabolites inactifs, BK[2-8] et BK[2-9] (Figure 12 et Figure 13) [53][54]. 
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Elle est également en charge du catabolisme des incrétines. C’est dans ce cadre que des 

inhibiteurs ont été développés, représentant une nouvelle classe d’antidiabétiques oraux, 

appelés gliptine [55]. 

2.5 Endopeptidase Neutre ou Néprilysine 

La néprilysine (NEP, EC 3.4.24.11) est une ecto-enzyme transmembranaire qui inactive 

BK et KD de la même façon que l’ECA mais dont l’effet au niveau plasmatique est 

négligeable en comparaison de l’efficacité de l’ECA. A l’inverse au niveau rénal, où son 

expression est forte, son rôle devient prépondérant. Le gène MME codant pour NEP est situé 

sur le chromosome 3. Un SNP identifié sur le gène MME est associé à un risque de 

développer un AO iatrogène sous IEC [56]. 
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3. Les récepteurs des kinines 

Les kinines exercent leurs effets via deux récepteurs à 7 domaines transmembranaires 

couplés à une protéine G, les récepteurs B1 et B2 (RB1 et RB2, Figure 15). Les gènes 

BDKBR1 et BDKBR2, codant respectivement pour RB1 et RB2, sont portés en tandem par le 

chromosome 14 et possèdent une forte homologie (> 40 %, Figure 15, Tableau II).  

Les récepteurs B1 et B2 sont exprimés à la surface des mêmes cellules, incluant les 

cellules endothéliales et épithéliales, les cellules musculaires lisses, les fibroblastes, les 

neurones, les cellules tumorales et les cellules mononuclées sanguines [57]. 

 Récepteur B1 Récepteur B2 

Gène BDKBR1 BDKBR2 

Chromosome/locus 14q32.2 14q32.2 

Expression Inductible Constitutive 

Désensibilisation Aucune ou faible Rapide et forte 

Agonistes naturels 
desArg9-BK 

desArg10-KD 

BK 

KD 

Tableau II : Propriétés des récepteurs B1 et B2. 

3.1 Le récepteur B2 

RB2 est exprimé constitutivement à la surface de nombreuses cellules, où il est capable 

de former des oligomères. Lorsque les récepteurs s’associent entre eux, la fixation d’une 

molécule d’agoniste sur l’une des sous-unités diminue l’affinité des autres sous-unités pour 

cet agoniste selon le principe de la coopération (ou de l’allostérie) négative [58]. 

La protéine G de RB2 peut être couplée à différentes sous-unités alpha (αq, αi, αs, α12/13) 

selon les cellules, ce qui conduit à des mécanismes de signalisation différents. La fixation de 

l’agoniste sur RB2 entraîne principalement l’activation de la PPLC et la mobilisation du 
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calcium (Ca) permettant l’activation de la protéine kinase C et de la PPLA2. Les 

conséquences en sont la production de médiateurs vasodilatateurs comme l’oxyde nitrique 

(NO), les prostaglandines (PG) et les prostacyclines, la libération de médiateurs tel que tPA 

au niveau endothélial ou le glutamate dans les neurones, l’activation de facteurs de croissance 

(facteur de croissance épidermique, EGF), la translocation de facteurs de transcription (NF-

κB), l’expression de molécules d’adhésion (paxilline), la réorganisation de la membrane 

cytoplasmique et des filaments d’actine (Figure 16). En résumé l’activation de RB2 participe 

à la vasodilatation, à la synthèse de cytokines ainsi qu’à la prolifération, l’adhésion et la 

migration cellulaire. 

Une fois activé, RB2 est rapidement désensibilisé par la phosphorylation de résidus Ser 

et Thr portée sur le domaine C-terminal [58]. L’internalisation du récepteur fait intervenir le 

recrutement de la β-arrestine, la mobilisation de la protéine dynamine et la polymérisation des 

clathrines [59]. 

3.1 Le récepteur B1 

Contrairement à RB2, l’expression de RB1 à la surface cellulaire n’est pas constitutive 

mais induite dans des situations pro-inflammatoires telles que l’ischémie, les infections 

bactériennes, le diabète, la consommation de tabac, en lien avec la production de cytokines 

comme IL-1β, TNF-α, IFNγ et l’activation du facteur de transcription NF-κB [57]. RB1 est 

également capable de former des oligomères dont la formation semble être nécessaire à la 

migration de la protéine depuis le réticulum endoplasmique vers la membrane cytoplasmique.  

La protéine G de RB1 est couplée aux sous unités αq, αi. L’activation de RB1 conduit 

comme celle de RB2 à la mobilisation du Ca, la synthèse de NO (via la NO synthétase 

inductible), de PG et de prostacycline et à l’activation de la prolifération cellulaire (Figure 

16). 
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Figure 15 : Séquence peptidique des récepteurs B1 et B2 humains. 

Sont signalées en rouge les zones impliquées dans la reconnaissance des agonistes, en bleu 

celles pour les antagonistes et en orange celles impliquées dans la reconnaissance des 

agonistes et des antagonistes. Les étoiles indiquent les acides aminés susceptibles d’être 

phosphorylées et impliquées dans la désensibilisation du récepteur B2 [57]. 
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Malgré leur grande homologie, RB1 et RB2 possèdent des propriétés de 

phosphorylation différentes. Pour conséquence RB1 ne subit pas de désensibilisation lors de 

la fixation des agonistes. La demi-vie prolongée des agonistes de RB1, l’absence de 

désensibilisation du récepteur et la stimulation de la NO synthétase inductible confèrent au 

RB1 un effet vasodilatateur supérieur à celui de RB2. 

 

 

Figure 16 : Voies de signalisations et transduction des signaux associés à l’activation des 

récepteurs B1 (B1R) et B2 (B2R) [60]. 

Les voies de signalisation après l’activation des récepteurs B1 et B2 utilisent des voies de 

transduction du signal identiques, celles des protéines Gα, avec l’activation de la 

phospholipase C (PPLC), la synthèse inositol triphosphate (IP3) et de diacylglycérol (DAG), 

la mobilisation du calcium (Ca2+), l’activation de la protéine kinase C (PKC) et de la 

phospholipase A2 (PLA2) et production des médiateurs relaxant les cellules musculaires lisses 

des vaisseaux conduisant à la vasodilatation : oxyde nitrique (NO) et prostaglandines. 
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4. Les agonistes et antagonistes des récepteurs 

B1 et B2 

Les différents profils pharmacologiques des récepteurs B1 et B2 pour leurs agonistes et 

antagonistes ont permis de définir de façon pharmacologique l’existence de deux récepteurs 

distincts [61]. 

4.1 Les agonistes des récepteurs B1 et B2 

4.1.1 Les agonistes du récepteur B2 

BK et KD, qui présentent un résidu -Arg à l’extrémité C-terminale, sont les agonistes 

naturels de RB2, récepteur pour lequel ils possèdent de fortes affinités (Tableau III) [62].  

Des agonistes peptidiques synthétiques de RB2 ont été développés, comme [Hyp3, Thi5, 

Cha8]-BK [63] et [Hyp3, Thi5, 4-Me-Tyr8 Ψ(CH2-NH)Arg9]-BK. Ces molécules possèdent 

une affinité in vitro équivalente ou supérieure à BK. Leurs demi-vies prolongées leurs 

confèrent un certain potentiel thérapeutique [64].  

4.1.2 Les agonistes du récepteur B1 

Le clivage par CPN/M des résidus -Arg C-terminaux de KD et BK (Figure 13) diminue 

considérablement l’affinité des produits, desArg10-KD et desArg9-BK, pour RB2 et augmente 

fortement leurs affinités pour RB1 (Tableau III) [65]. 

Quelques agonistes synthétiques de RB1 ont été développés tel que Sar-[D-

Phe8]desArg9-BK [57], mais leurs utilisations thérapeutiques semblent être extrêmement 

limitées à cause de leurs puissants effets pro-inflammatoires. 
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 Constantes d’affinités (KI) des kinines pour 

les récepteurs B1 et B2 (nM) 

 Récepteur B1 [65] Récepteur B2 [62] 

BK > 10 000 0,54 

KD 2,54 0,63 

desArg9-BK 1 930 8 100 

desArg10-KD 0,12 > 30 000 

HOE-140 ou 

Icatibant 

437 
0,41 

Tableau III : Affinités des kinines et de l’icatibant pour les récepteurs B1 et B2.  

Les valeurs des constantes d’affinité sont déterminées par la méthode de compétition 

([3H]Lys-desArg9-BK 0,1 à 5 nM pour le récepteur B1 et [3H]BK 100 pM pour le récepteur 

B2). 

4.2 Les antagonistes des récepteurs B1 et B2 

Le développement des antagonistes des récepteurs B1 et B2 débute dans les années 

1970 [61], leur découverte a été un élément déterminant pour comprendre l’implication 

respective des kinines BK et desArg9-BK dans la physiopathologie de différentes maladies. 

4.2.1 Les antagonistes du récepteur B2 

4.2.1.1 Première génération 

Les premiers antagonistes de RB2 ont été obtenus par modification de la séquence de 

BK. La substitution du résidu Pro7 par un résidu D-Phe modifie l’orientation des résidus Phe8-

Arg9 C-terminaux et permet d’obtenir [D-Phe7]BK un agoniste partiel de RB2 [66]. L’ajout 

d’un résidu D-Arg en N-terminal et le remplacement du résidu Pro3 par Hyp augmente l’effet 

antagoniste du peptide vis-à-vis du ligand naturel. Le remplacement des résidus aromatiques 

Phe5 et Phe8 par un résidu non naturel (Thiénylalanine, Thi), aux propriétés aromatiques 

supérieures, apporte une résistance vis-à-vis des enzymes du catabolisme. Néanmoins ces 
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peptides manquent de sélectivité car CPN/M les convertissent en métabolites desArg 

interagissant avec RB1.  

4.2.1.2 Deuxième génération 

La sélectivité et l’affinité pour RB2 ont été améliorées par l’insertion de résidus aux 

propriétés hydrophobes supérieures, D-Tic en position 7 et Oic en position 8. Ce dernier 

confère également une résistance à l’action de CPN/M.  

 

Figure 17 : Molécule HOE-140, Icatibant, Firazyr®.  

A : Structure de la molécule.  

B : Comparaison entre la séquence de l’icatibant et celle de bradykinine (BK). 

 

Le résidu Arg en position N terminale est nécessaire au maintien de l’affinité pour RB2 

mais confère une susceptibilité à la dégradation par l’APP. Il a donc été modifié par l’isomère 
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D-Arg apportant la résistance à l’APP et par conséquent l’augmentation de la demi-vie tout en 

conservant l’affinité pour RB2. L’évolution des antagonistes de seconde génération a abouti 

au développement du peptide initialement nommé HOE-140 par la société Hoechst® puis 

commercialisé sous la dénomination commune internationale d’Icatibant et de nom 

commercial Firazyr® par la société Shire® (Figure 17). Ce peptide présente une sélectivité et 

une haute affinité pour RB2 (Tableau III). 

4.2.1.3 Antagonistes non peptidiques 

Afin de surmonter les difficultés liées (1) à l’administration des peptides susceptibles 

aux métabolismes naturels et (2) à leurs faibles biodisponibilités, des antagonistes non 

peptidiques ont été développés. Des études structurales par résonance magnétique (RMN) et 

de dynamique moléculaire ont pu déterminer que les antagonistes de RB2 devaient comporter 

deux charges positives séparées par une région hydrophobe rigide mesurant 10 Å. Ces études 

ont abouti au développement de la molécule WIN 64338 [67] (Figure 18), sélective de RB2 

relativement à RB1 mais non spécifique des récepteurs aux kinines car elle se fixe également 

sur les récepteurs muscariniques.  

 

 

Figure 18 : Structure de la molécule WIN 64338. 

 

A partir du pharmacophore représenté Figure 19 [68], les modifications aboutirent aux 

molécules FR 167344 et FR 173657 dont l’efficacité par voie orale a été démontrée chez 

l’animal [69]. Bien que la séquence peptidique de RB2 présente une forte homologie entre les 
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espèces, plusieurs antagonistes comme WIN 64338 et FR 173657 présentent des affinités 10 

fois plus faibles pour les récepteurs humains que pour les récepteurs animaux [70]. C’est 

pourquoi d’autres molécules ont été dérivées à partir de la structure quinoléine de FR 173657, 

notamment la molécule LF 16.0335 [71] et l’anatibant [72]. 

 

 

Figure 19 : Modèle de pharmacophore pour les antagonistes du récepteur B2 [68]. 

 

Et enfin d’autres molécules antagonistes non peptidiques ont été développées à partir 

d’un motif cyclique le 1,4-pipérazine (Figure 20) conduisant à la molécule Bradyzide [73]. 

 

Figure 20 : Antagoniste non peptidique de RB2 ayant un motif 1,4-pipérazine : 

Bradyzide 

4.2.1 Les antagonistes du récepteur B1 

4.2.1.1 Première génération 



 

52 / 173 

Les premiers antagonistes sélectifs de RB1, [Leu8]desArg9-BK et Lys-[Leu8]desArg9-

BK développés par Regoli en 1977, substituent le résidu Phe8 par un aa aliphatique [61]. De 

même la substitution par un résidu possédant un cycle saturé produit une activité antagoniste 

[74][75]. Toutefois ces analogues peptidiques présentent une activité agoniste partielle non 

négligeable, chez les rongeurs notamment, ce qui mena au développement de molécules de 

seconde génération.  

4.2.1.2 Deuxième génération 

Le développement de la seconde génération d’antagonistes de RB1, repose sur les 

avancées acquises dans le développement des antagonistes de RB2. Le retrait de l’Arg en 

position C-terminale de l’antagoniste de RB2, HOE140, conduit à la molécule desArg10-

HOE140 antagoniste de RB1. De même pour l’antagoniste non sélectif de RB1 et RB2, 

B9430, le retrait de l’Arg en C-terminal produit un antagoniste sélectif de RB1, B9858 [76].  

4.2.1.3 Antagonistes non peptidiques 

En 2004, la société Sanofi rapporte le premier antagoniste non peptidique de RB1, 

SSR240612 (Figure 21).  

 

Figure 21 : Structure de la molécule SSR240612 
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Puis d’autres molécules ont été décrites dont LF 22-05842 et NPV-5AA164. Cette 

dernière molécule a démontré sa sélective pour le RB1 humain et son activité chez la souris 

lorsqu’elle est administrée par voie orale.  

MK 0686 (Figure 22) a été étudié chez l’homme dans trois essais cliniques 

(NCT00296569, NCT00533403 et NCT00282763) pour le traitement de la douleur (sans qu’à 

l’heure d’aujourd’hui les résultats ne soient publiés).  

 

Figure 22 : Structure de la molécule MK-0686. 
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5. Les effets physiopathologiques des kinines 

Les kinines sont impliquées dans les phénomènes de vasodilatation, de perméabilité 

vasculaire et de douleur, misent en jeu dans de nombreuses situations physiopathologiques. 

Leurs récepteurs sont exprimés à la surface d’un grand nombre de cellules (cellule 

endothéliale, neurone, cellule musculaire lisse [57]), les effets des kinines peuvent donc être 

ubiquitaires.  

5.1 Les kinines médiateurs de l’inflammation 

et de l’immunité 

Les kinines sont des acteurs majeurs du processus inflammatoire. L’injection de BK 

conduit aux 4 signes cardinaux de l’inflammation. La rougeur et la chaleur conséquences de la 

vasodilatation (Figure 23). L’œdème suite à l’extravasion du plasma du compartiment 

vasculaire vers le compartiment tissulaire [77]. Et la douleur par deux mécanismes distincts, 

l’un de compression lié à l’œdème, l’autre part action direct sur les fibres nerveuses en 

synergie avec la sub P [78] (Figure 24). Ces données sont illustrées par l’augmentation des 

concentrations de BK et KD au cours de pathologies inflammatoires telles que l’arthrite 

rhumatoïde [79] ou l’ostéo-arthrite [80]. 
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Figure 23 : Effet de l’administration intra-artérielle de bradykinine. 

A gauche avant-bras avant l’administration. A droite, après l’infusion de bradykinine, on 

observe des zones d’œdèmes et d’érythème sur l’avant-bras du volontaire (image à 

droite)[81]. 

 

Les cellules de l’immunité innée comme les mastocytes et les basophiles, lors de leur 

dégranulation, libèrent des polysaccharides sulfatés comme l’héparine [82] ou des protéases 

telle que la tryptase, capables du clivage de HK et de la production des kinines [83]. Et 

réciproquement les analogues de BK sont capables d’activer les mastocytes et d’induire leur 

dégranulation, ce qui peut constituer une boucle d’amplification locale pour la production des 

kinines [84]. 

Les kinines participent également au recrutement des leucocytes [85], à leurs activations 

[86] et à la synthèse des cytokines et des médiateurs lipidiques [87]. Par conséquent les 

kinines sont des médiateurs importants de l’immunité innée mais possèdent aussi un rôle dans 

la mise en place et le maintien de l’immunité adaptative. 
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Figure 24 : Représentation de l’effet des kinines sur le système nerveux central (SNC) 

[88]. 

BK : bradykinine; SP : substance P; NKA : neurokinine A; NK1 : récepteur de tachykinine-1; 

B1 : récepteur B1; B2 : récepteur B2; G : protéine G; PLC : phospholipase C; DAG : 

diacylglycérol; IP3 : 1,2,5-triphosphate; [Ca2+]i : calcium intracellulaire; PLA2 : 

phospholipase A2; PG : prostaglandine; ROS : espèce réactive de l’oxygène; ATP : adénosine 

triphosphate; cAMP : adénosine monophosphate cyclique; cGMP : guanosine monophosphate 

cyclique; AC : adenylate cyclase; GC : guanylate cyclase; NO : oxyde nitrique, NOS : NO 

synthétase. 

Au niveau du SNC les kinines peuvent exercer leurs effets via les récepteurs B1 et B2, pour 

participer à l’inflammation, la formation de l’œdème et le stress oxydatif en synergie avec la 

substance P.  
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5.2 L’angioedème à kinine 

L’angioedème (AO) à kinine est caractérisé par l’accumulation des kinines sur 

l’endothélium vasculaire, conduisant à la formation d’œdèmes sous-cutanés ou sous-muqueux 

[89]. Ces AO sont classiquement décrits comme blancs, non prurigineux et sans urticaire (par 

opposition aux AO histaminiques qui sont accompagnés d’urticaire et de prurit). Ils 

surviennent sous la forme de crises spontanées et récurrentes qui durent 24 à 48h avec une 

régression spontanée sans séquelle. Ils affectent préférentiellement les organes où la 

microvasculature est riche tels que la face, la sphère ORL (oto-rhino-laryngologie) et les 

extrémités, où ils sont déformants et disgracieux ; les tissus sous-muqueux du système 

digestif, où ils entrainent des douleurs violentes pouvant conduire à des chirurgies 

exploratrices (laparotomies blanches) ; et le larynx, où le risque d’asphyxie peut mettre en 

jeux le pronostic vital du patient.  

5.2.1 Classification des angioedèmes à kinine 

Il existe différentes étiologies conduisant à l’accumulation des kinines. On distingue 

parmi les différentes formes d’AO, les formes héréditaires (AOH), les étiologies acquises 

(AOA) et les AO iatrogènes. On différencie également les AO par leur association (AOH-

C1Inh) ou non (AOH-nC1Inh) à un déficit pour C1Inh (Tableau IV et Annexe 1) [90]. 
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     Gène 

AO  

avec déficit pour  

C1Inh 

(AOH-C1Inh) 

Héréditaire 
[40] 

Type I  
(OMIM 106100) 

Défaut quantitatif 

SERPING1 

nombreuses mutations 

décrites [91] 

Type II  
(OMIM 606860) 

Défaut qualitatif 

Type I/II 
Défaut quantitatif 

et qualitatif 

Acquis 
[92] 

Maladie 

lympho-

proliférative Consommation de 

C1Inh 
aucun 

Anticorps anti-

C1Inh 

AO avec 

fonction 

normale de 

C1Inh 

(AOH-

nC1Inh 

OMIM 

610618) 

Surproducti

on des 

kinines 

Héréditaire 

Mutation sur le 

gène F12 
(OMIM 610619) 

Gain de fonction 

du FXII [93] 

983C>A ou G [93][94] 

971_1018+24del72 [95]  

892_909dup [96] 

Non identifiées ou conjonction de 

plusieurs paramètres 
Non identifié 

Iatrogène 

Susceptibilité de la 

kininoformation à être induite par 

les œstrogènes 

Non identifié 

Défaut du 

catabolisme 

des kinines 

Héréditaire 

Déficit pour l’Aminopeptidase P XPNPEP2 [97] 

Déficit pour Carboxypeptidase N 
(OMIM 212070) 

CPN1 [98] 

Déficit pour l’Enzyme de 

Conversion de l’Angiotensine-I 
ACE 

Iatrogène 
Médicaments IEC (OMIM 106180) 

[99], sartan [100] et gliptine [101] 
XPNPEP2  

(OMIM 300909) [102] 

Tableau IV : Classification étiologique des angioedèmes (AO). 

C1 Inhibiteur (C1Inh) ; Inhibiteur de l’Enzyme de Conversion de l’Angiotensine-I (IEC), 

FXII (facteur XII).  
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5.2.2 Exploration biologique des angioedèmes à 

kinine 

L’implication des kinines dans un phénomène œdémateux peut être suspectée dès lors 

que les symptômes persistent plus de 12h et qu’ils répondent mal aux thérapeutiques 

antihistaminiques et corticoïdes appliquées à forte dose. La présence d’urticaire et/ou de prurit 

ne doit pas faire éliminer cette hypothèse car ces symptômes peuvent résulter d’une activation 

concomitante de la phase contact et des mastocytes. L’investigation d’un AO à kinine est 

engagée après la recherche de facteurs déclencheurs iatrogènes : œstrogène, IEC, gliptine, 

sartan (Cf. page 62 §5.2.3). L’exploration biologique des AO à kinine repose sur (1) l’examen 

de C1Inh, (2) la capacité de production des kinines par le plasma et (3) les activités du 

catabolisme.  

L’examen de C1Inh consiste en un dosage antigénique et fonctionnel pour caractériser 

les situations d’AO avec déficit pour C1Inh et qualifier les AOH des types I ou II. L’étude 

génétique du gène SERPING1 complète cet examen (http://hae.enzim.hu/index.php) [91]. 

Chez une personne de plus de 50 ans, dont l’apparition des crises est récente et sans histoire 

familiale, une situation acquise (AOA) doit être envisagée. Son diagnostic repose sur la 

recherche d’anticorps anti-C1Inh, dont la présence caractérise l’AOA de type II. L’absence 

d’anticorps mais la diminution de C1q révèle l’hyper-activation de la voie classique, AOA de 

type I, secondaire à une prolifération, une dysglobulinémie ou une maladie auto-immune. 

L’apparition des symptômes d’AOA type I précède parfois le diagnostic lymphoprolifératif. 

L’Immunoblot anti-C1Inh confirme et complète l’analyse fonctionnelle par l’illustration des 

espèces moléculaires (formes clivées, complexe de la serpine avec les protéases C1s et/ou 

KK). Un déficit fonctionnel de C1Inh transitoire peut s’observer sous l’effet d’un inducteur 

(e.g. œstrogènes); le contrôle de la fonction de C1Inh en absence de l’inducteur (2 à 3 mois 

après l’arrêt du traitement) objective la normalisation de l’activité de C1Inh et exclut une 

anomalie constitutionnelle du gène SERPING1. 
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L’exploration des situations d’AO-nC1Inh normale repose sur l’examen de la capacité 

de production des kinines par le plasma (kininoformation) et sur la mesure des activités du 

catabolisme des kinines. 

La capacité de production des kinines par le plasma peut s’évaluer à l’aide d’un 

substrat p-nitroanilide (activité amidase) ; le test se décompose en deux mesures 

enzymatiques, la première mesure l’activité spontanée du plasma et la seconde évalue la 

réserve des proenzymes disponibles. L’activité spontanée du plasma n’est pas stable, elle est 

augmentée en période de crise et/ou sous l’effet d’inducteurs [89] (œstrogènes exogènes, 

contexte infectieux, stress). Le contexte de recueil de l’échantillon est donc critique. A partir 

d’un prélèvement réalisé en situation de crise et/ou en présence de l’inducteur, les anomalies 

de la kininoformation sont repérées. Toute perturbation fait l’objet d’un contrôle après le 

sevrage de l’inducteur. La prise concomitante d’acide tranexamique réduit l’amplification in 

vivo des activités enzymatiques. La capacité d’activation des proenzymes évalue l’abondance 

des proenzymes, leur diminution ou consommation s’associe à une situation chronique 

d’activation de la phase contact et aux périodes aigues de la maladie. L’immunoblot anti-HK 

permet de mettre en évidence les formes clivées de HK qui corrèlent avec la quantité des 

kinines produites. Cette mesure, effectuée à partir d’un échantillon recueilli en période active, 

identifie la responsabilité des kinines dans la symptomatologie (Cf. page 99) [103]. Elle peut 

être objectivée dans la limite de 3 jours suivant une crise (demi-reconstitution de HK 50 à 60 

heures). L’identification de la mutation faux-sens c.983C>A sur le gène F12 (AOH-FXII) 

complète l’exploration des situations de forte kininoformation. Cependant cette mutation est 

présente dans environ 15 % des cas seulement.  

L’examen du catabolisme des kinines, dépiste les situations d’AO associées à une 

accumulation des kinines, pouvant être iatrogènes (IEC, sartan, gliptine) ou héréditaire. 

L’activité de ces enzymes sert également de marqueur de sévérité pour les formes d’AO 



 

61 / 173 

associée à une surproduction des kinines [104][105]. L’ECA est la principale enzyme du 

catabolisme de BK et la seconde pour desArg9-BK (Figure 12), son activité est donc 

primordiale pour la dégradation de ces deux peptides. Cette enzyme est inhibée par les IEC 

médicaments déclencheurs de l’AO. Dans les situations où l’activité de l’ECA est faible les 

autres enzymes du catabolisme, APP principalement, sont capables de compenser le déficit. 

Mais dans une situation où les autres enzymes ne sont pas capables de prendre le relais, les 

kinines s’accumulent sur l’endothélium et peuvent conduire à la formation de l’œdème. Une 

faiblesse de l’activité APP est fréquemment associée à la présence du polymorphisme c.-

2399A sur le gène XPNPEP2 [52] (porté par le chromosome X), ce polymorphisme a été 

identifié comme facteur de susceptibilité pour les AO iatrogène associé aux IEC [97]. L’APP 

est la seconde enzyme mise en jeu dans le catabolisme de BK et la première pour desArg9-

BK, sa faiblesse d’activité est donc décisionnelle dans les situations où la cible de desArg9-

BK, RB1, est exprimée (e.g. contexte inflammatoire, situation infectieuse, tabagisme). CPN 

est une enzyme quantitativement mineure pour le catabolisme des kinines. Le déficit isolé 

(<50%) est associé à des crises d’AO. Le déficit partiel contribue à la sévérité des crises 

associées à une autre forme d’AO [105]. CPN est également impliquée dans le catabolisme 

des anaphylatoxines C3a et C5a, dont l’accumulation participe à l’activation des mastocytes. 

La baisse d’activité CPN peut être mise en cause dans des situations mixtes, où les 

symptômes relèvent à la fois de l’activation endothéliale et de la dégranulation mastocytaires. 

DPPIV, la quatrième enzyme du catabolisme, est impliquée dans le catabolisme secondaire 

des kinines, par son implication dans le catabolisme des métabolites. Elle est inhibée par les 

gliptines, des médicaments antidiabétiques; dont la prise augmente le risque d’AO iatrogène 

chez les sujets porteur d’un déficit pour une autre kininase ou déjà traités par un IEC.  

Dans un contexte d’AO familial ou lorsqu’une anomalie moléculaire est identifiée, les 

explorations biologique et génétique doivent être étendues aux membres de la famille, 

symptomatiques ou non, pour identifier les sujets à risque (apparition tardive des symptômes, 
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risque d’AO iatrogènes, transmission de l’anomalie). En l’absence d’une histoire familiale, le 

diagnostic d’AO ne doit pas être écarté (30% de mutations de novo sur le gène SERPING1, 

pénétrance faible, de 0,17 à 1,0, de la mutation sur le gène F12).  

5.2.3 Rôle des facteurs déclencheurs 

Le rôle le plus évident est celui des inhibiteurs des kininases, IEC (inhibiteur de 

l’ECA) et gliptines (inhibiteur de DPPIV), qui rompent l’équilibre entre production et 

dégradation des kinines.  

Les sartans sont des médicaments antagonistes des récepteurs de l'ang- II (ARA-II) qui 

bloquent l’effet de l’ang-II sur le récepteur à l’angiotensine de type 1 (AT1, Figure 14). Les 

effets antihypertenseurs des sartans sont comparables aux effets des IEC avec un meilleur 

profil de tolérance. En effet, les sartans n’inhibant pas l’ECA, les effets liés à l’accumulation 

de BK sont moindres, ils persistent toutefois avec une incidence réduite. Car malgré l’absence 

d’effet sur l’ECA, les concentrations circulantes de BK sont retrouvées augmentées chez les 

patients traités par sartan [106] et des effets adverses de type AO, sont associés à la prise de 

ces médicaments [107] sans que le mécanisme soit clairement identifié. Certains auteurs 

rapportent une dimérisation de RB2 et AT1 sous l’influence des sartans [108][109], d’autres 

évoquent une augmentation de la production des kinines [110][111].  

Le rôle des œstrogènes chez les patientes atteintes d’AO est bien documenté 

[112][113][114] mais mal compris. Une augmentation des concentrations plasmatiques de 

FXII, pKK et BK est observée chez les femmes prenant une contraception oestrogénique orale 

[115], expliquée par une augmentation de la transcription de FXII sous l’influence des 

œstrogènes par l’intermédiaire d’un site de fixation aux récepteurs œstrogéniques situé sur le 

promoteur du gène F12. 
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Les soins dentaires sont des facteurs déclencheurs fréquents des crises, il est supposé 

que les multiples lésions des micro-vaisseaux de la sphère ORL participent à l’activation de la 

phase contact. 

Les mécanismes par lesquels d’autres facteurs déclencheurs comme l’anxiété, le stress, 

l’asthénie ou les traumatismes déclenchent des crises d’AO sont mal connus [116]. Des 

hypothèses sont émises sur une diminution de l’efficacité des contrôles de la kininoformation 

et/ou sur l’implication de l’expression de RB1. La recherche de ces facteurs déclencheurs a 

donc un rôle dans la prévention des crises et un but diagnostic. 

5.2.4 Traitement des angioedèmes à kinine 

La prise en charge médicamenteuses des AO reposent sur trois schémas thérapeutiques : 

(1) la prophylaxie à long terme ; (2) la prophylaxie à court terme et (3) le traitement des 

crises.  

5.2.4.1 La prophylaxie à long terme 

La prophylaxie à long terme reposait auparavant sur l’administration d’androgènes 

atténués, comme le danazol, augmentant à la fois l’expression et la fonction de C1Inh [117] et 

l’activité de l’APP [104]. Néanmoins la prise de ces médicaments est associée à la survenue 

d’effets indésirables (prise de poids, virilisation, migraine, myalgie, dépression et acné) 

parfois sévères (carcinogénèse hépatique) [118]. Actuellement le traitement prophylactique à 

long terme des AO repose sur l’utilisation (en dehors de l’autorisation de mise sur le marché 

appelée AMM), des traitements anti-fibrinolytiques (tel que l’acide tranexamique, Exacyl®). 

Ces médicaments se fixent au plasminogène et contrarient l’action amplificatrice de la 

plasmine sur la kininoformation [119]. La mise en place de ces prophylaxies à long terme est 

justifiée par la survenue fréquente des crises modérées à sévères (> à 2 /mois).  
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L’application prophylactique des concentrés de C1Inh est limitée du fait de la difficulté 

de l’abord intraveineux [120]. D’autres molécules plus spécifiques de la phase contact sont en 

cours de développement pour le traitement prophylactique de l’AO, comme l’anticorps anti-

KK à longue durée d’action, DX-2930 [121] ou l’oligonucléotides anti sens ISIS-PKKRX 

[122].  

D’autres options thérapeutiques sont disponibles, notamment dans le cadre des AO 

induits par les œstrogènes, où le changement pour une contraception macro-progestative 

(Lutéran®, Lutényl®) améliore souvent la symptomatologie [123]. 

5.2.4.1 La prophylaxie à court terme 

La prophylaxie à court terme est indiquée avant une procédure chirurgicale ou dentaire 

chez les patients souffrant d’AO. Elle repose sur l’utilisation d’androgènes atténués, d’anti-

fibrinolytique ou de concentré de C1Inh [118]. 

5.2.4.2 Le traitement des crises 

Le traitement des crises distingue les crises modérées et les crises sévères, ces dernières 

étant représentées par les crises abdominales douloureuses et les crises pouvant mettre en jeu 

le pronostic vital (c'est-à-dire celle affectant la région proche du larynx ou définie par toute 

localisation entre les épaules et le nez). Le prix des thérapeutiques justifiant l’existence de 

cette distinction [118]. 

Le traitement des crises modérées reposent sur la prise d’acide tranexamique à la 

posologie de 1g toutes les 6 heures.  

Pour le traitement des crises sévères, auparavant seul le concentré de C1Inh dérivé du 

plasma, Bérinert®, était disponible. Depuis 2011, une autre spécialité issue du plasma a été 

commercialisée, Cinryze®, et l’offre a été complétée par une molécule recombinante, 

Ruconest®. Depuis 2007, une autre approche est disponible avec un peptide antagonise de BK 

sur le RB2 Firazyr®, Icatibant [124][124], son administration sous cutanée facilite l’auto-
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administration et la prise en charge rapide du patient. L’ecallantide, Kalbitor®, un inhibiteur 

de KK, est une molécule disponible aux Etats-Unis pour le traitement des crises d’AO [125]. 

L’administration de plasma frais congelé n’est pas recommandée, même si elle est utilisée 

dans les pays ne disposant d’aucun des médicaments cités ci-dessus. Le plasma frais congelé 

apporte C1Inh mais également FXII, pKK et HK, c’est pourquoi il existe un risque 

d’aggravation de la crise lorsqu’il est administré [118].  

5.2.5 Diagnostics différentiels 

Le principal diagnostic différentiel de l’AO à kinine est l’AO à histamine secondaire à 

la dégranulation des mastocytes induite ou non par les immunoglobulines (Ig) de type E. Dans 

les AO histaminique à IgE, la dégranulation des mastocytes survient lors du contact avec un 

allergène, l’identification de ce dernier est donc primordial. Au contraire des AO à kinine, les 

AO histaminiques sont fréquemment associés à la présence d’urticaire et/ou de prurit et 

répondent favorablement à l’application des médicaments antihistaminiques. 

5.3 Les autres implications 

physiopathologiques des kinines  

Les kinines sont impliquées dans la physiologie de nombreux organes et la 

physiopathologie de différentes maladies. 

L’endothélium vasculaire représente un lieu de production et un site d’action privilégié 

des kinines plasmatiques BK et desArg9-BK. A ce niveau, les kinines sont impliquées dans les 

phénomènes de maintien de la tension artérielle [126] et participent aux effets 

antihypertenseur des médicaments ciblant le système rénine-angiotensine [127].  

Le système kallicréine-kinine possède plusieurs points de conjonction avec le système 

de l’hémostase, notamment avec l’activation des plaquettes [128], l’activation de la voie 

intrinsèque de la coagulation [12] et la fibrinolyse [28][60] (Cf. page 24 §1.2.1) (Figure 25). 
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Le système kallicréine-kinine joue également un rôle dans les phénomènes d’ischémie-

reperfusion. Cet effet peut être protecteur [129] ou néfaste [130][131] selon les conditions 

expérimentales (le type d’agoniste et la dose utilisée, les délais entre la lésion et l’application 

de l’agoniste, l’organe cible, la sensibilisation préalable [132]).  

Les kinines participent à l’angiogenèse, en induisant la synthèse de facteur de 

croissance (FGF-β et VEGF) des vaisseaux sanguins [133][134]. 

Figure 25 : Interconnexions entre le système kallicréine-kinine, la coagulation, le 

complément et la fibrinolyse [135]. 

L’activation de la phase contact possède de nombreux points communs avec l’activation des 

systèmes du complément et de la fibrinolyse. Notamment sous l’action de la kallicréine, de la 

thrombine et de la plasmine, les C3 et C5 convertases sont capables d’être activées. 
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BK induit la contraction des fibres musculaires lisses, cet effet pouvant s’exercer sur 

différent organes et se traduisant entre autre par la motilité intestinale, la bronchoconstriction, 

la contraction utérine. 

Au niveau pulmonaire, les kinines participent aux phénomènes d’inflammation des 

voies aériennes en particulier au cours de l’asthme [136] ou de la rencontre avec un antigène 

(Ag) [137]. 

Le rein est un organe cible pour le système kallicréine-kinine. De façon indirecte, les 

reins sont des organes sensibles au diabète et à l’hypertension [138], pathologies au cours 

desquelles les kinines peuvent être impliquées. De façon directe les kinines sont impliquées 

dans le contrôle de l’excrétion rénale de l’eau et des électrolytes, effet contribuant au contrôle 

du volume plasmatique et au maintien de la pression artérielle [139], d’autre part plusieurs 

polymorphismes des gènes liés au système kallicréine-kinine (ACE [140], BDKBR2 [141]) ont 

été identifiés comme facteurs de risques pour des pathologies rénales. 

La plupart des cellules cancéreuses sont capables (1) de produire des protéases à Sérine 

pouvant libérer BK et KD [142] et (2) d’exprimer à leur surface RB1 et RB2 [143]. Par 

conséquent les tumeurs peuvent être autonomes vis-à-vis du système kallicréine-kinine, ce qui 

leur permet d’augmenter l’afflux sanguin assurant les apports en oxygène et nutriments 

nécessaires à leur survie et participant à la formation des métastases (activation des 

métalloprotéases et des molécules d’adhésion intercellulaire, Figure 26) [134][144]. 
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Figure 26 : Schéma de l’implication de la bradykinine (BK) dans les tumeurs [143]. 

Au niveau des tumeurs Bradykinine est impliquée dans la signalisation du message 

douloureux, le processus de métastase, l’angiogenèse et la croissance de la tumeur. 

Les kinines sont impliquées dans le processus métabolique, potentialisant l’effet de 

l’insuline et augmentant l’assimilation du glucose par les cellules [145]. Les kinines sont 

également engagées dans la régulation du métabolisme des lipides avec un rôle dans les 

phénomènes pro-inflammatoire et les désordres métaboliques associés à l’obésité [146][147]. 

Les constituants du système kallicréine-kinine, plasmatique et tissulaire, sont présents 

au niveau du système nerveux central (SNC, Figure 24). L’administration de BK au niveau du 

SNC entraîne une excitation initiale puis une sédation [148] et une désynchronisation de 

l’électroencéphalogramme [149]. Au niveau du SNC, les kinines sont impliquées dans 

l’émergence et la signalisation du message douloureux par une action directe sur les fibres 

nerveuses [150] mais également indirecte par la sensibilisation des neurones à l’action 

d’autres stimuli [151]. Les lésions cérébrales conduisent à l’activation de la phase contact et à 

l’induction de l’expression de RB1, participant à la rupture de la barrière hémato-

encéphalique, à la formation d’un œdème et à la libération de neuromédiateurs comme le 

glutamate [88]. 
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Les plaques amyloïdes caractéristiques de la maladie d’Alzheimer sont capables, in 

vitro, d’activer les proenzymes de la kininoformation et de conduire au clivage de HK [152]. 

Ex vivo l’activité de KK est retrouvée augmentée dans le cortex des patients atteints par la 

maladie [153]. 

 

Par conséquent les kinines possèdent de nombreux effets physiopathologiques et 

ubiquitaires. 
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6. Les autres médiateurs vasodilatateurs et 

vasoperméants 

Les effets physiopathologiques vasodilatateurs et vasoperméants des kinines sont 

similaires aux effets que provoquent l’histamine et les leucotriènes (LT). La similarité des 

effets entre ces médiateurs rend le diagnostic différentiel de l’angioedème à kinine délicat en 

physiopathologie humaine. 

6.1 L’histamine 

L’histamine est une amine vasoactive de courte demi-vie libérée lors de l’activation des 

mastocytes. 

6.1.1 Les mastocytes 

Les mastocytes sont de grandes cellules granuleuses et tissulaires (Figure 27) dont les 

précurseurs hématopoïétiques sont encore mal connus. Ces cellules de l’immunité innée sont 

largement impliquées dans la protection des muqueuses, la défense contre les parasites 

helminthes et la réponse allergique. 

 

 

Figure 27 : Mastocyte : coloration par le bleu de toluidine [154]. 

Le mastocyte est une grande cellule granuleuse. 
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Les mastocytes portent des récepteurs spécifiques pour les IgE (FcεRI) et les IgG 

(FcγRIII). Les récepteurs FcγRIII fixent essentiellement des IgG ayant engagées la liaison 

avec l’Ag, la reconnaissance de l’Ag induisant un changement de conformation au niveau de 

la partie constante de l’anticorps. Au contraire le récepteur FcεRI, lie avec une forte affinité 

les IgE monomériques n’ayant pas encore reconnu d’Ag.  

 

 

Figure 28 : Schéma d’activation d’une cellule mastocytaire par le pontage 

d’immunoglobulines de type E fixées à leur récepteur FcεRI [154]. 

Le pontage de deux IgE fixées par leurs récepteurs (FcεRI) entraîne la dégranulation et 

l’activation du mastocyte. 

 

La liaison d’un Ag à une IgG spécifique produit des complexes Ag-IgG, ce qui permet à 

ces derniers de se fixer sur le récepteur FcγRIII, ce qui conduit à l’activation cellulaire. A 

l’inverse, les IgE monomériques se fixent aux récepteurs FcεRI du mastocyte. La liaison d’un 
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allergène multivalent aux IgE réticule les récepteurs FcεRI, ce qui conduit à l’activation de la 

cellule. Le mastocyte peut également être activé par les petits fragments C3a et C5a du 

complément, appelés anaphylatoxines via leurs récepteurs, C3aR et C5aR (CD88), 

respectivement. L’activation du mastocyte se traduit par une première étape d’exocytose des 

granules cytoplasmiques, libération rapide (quelques secondes) de médiateurs préformés 

(Figure 28) tels que l’histamine et des enzymes tryptase, chymase et protéases à Sérine 

mastocytaires, suivie par une seconde étape de synthèse et de libération de médiateurs 

néoformés comme PGD2, le facteur activateur des plaquettes (PAF), les leucotriènes B4 et 

C4, les cytokines IL-13, IL-4 et TNF-α. La libération de ces médiateurs initie la réaction 

inflammatoire locale amplifiée par le recrutement de leucocytes.  

6.1.2 Les effets physiopathologiques de l’histamine 

L’histamine est libérée par les cellules immunitaires (mastocytes et basophiles), par les 

cellules entérochromaffines de l’estomac et par les neurones histaminergiques. Cette amine 

vasoactive est ligand de 4 récepteurs à 7 domaines transmembranaires couplés à une protéine 

G : H1, H2, H3 et H4. Les récepteurs H1, en périphérie, sont impliqués dans les phénomènes 

allergiques, vasodilatation et contraction des muscles lisses ; au niveau central il joue un rôle 

dans le maintien de l’éveil. Les récepteurs H2 sont impliqués dans la régulation de la 

sécrétion acide au niveau de l’estomac et dans la vasodilatation. Les récepteurs H1 et H2 

participent également à la mise en place de la réponse immunitaire via l’activation des 

monocytes/macrophages et des lymphocytes T. Les récepteurs H3, situé au niveau 

présynaptique contrôlent la libération neuronale d’histamine et d’autres neuromédiateurs. 

Alors que les récepteurs H4 sont exprimés à la surface des cellules de l’immunité (cellules 

dendritiques, éosinophiles, mastocytes et lymphocytes T CD4+) et sont impliqués dans la 

réponse inflammatoire induite par l’histamine (chimiotactisme, expression des molécules 

d’adhésions, synthèse des chimiokines et cytokines).  
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6.1.3 Le suivi biologique de l’activation des 

mastocytes 

Les mastocytes étant des cellules tissulaires, leur exploration directe est donc 

inaccessible à partir d’un échantillon sanguin. Le basophile présente une forte homologie 

fonctionnelle avec le mastocyte et constitue un outil d’exploration biologique indirecte des 

mastocytes [155]. 

En raison de la très courte demi-vie de l’histamine l’application de son dosage 

plasmatique est réduite. On préfère le dosage de la tryptase qui est une protéase quasi-

spécifique de l’activation du mastocyte et dont la demi-vie est plus longue (≈ 2 h). On utilise 

le dosage différentiel entre une situation de crise (30 min à 2 h après l’apparition des 

symptômes) et une situation hors crise (> 24 h après l’apparition des symptômes). 

L’observation d’une différence de plus de 5 µg•L-1 signe l’activation des mastocytes [155]. 

6.2 Les leucotriènes 

Les LT sont des médiateurs lipidiques produits principalement par les leucocytes lors de 

leur activation. Ces métabolites de l’acide arachidonique sont formés sous l’action de la 5-

lipoxygénase (5-Lox). La 5-Lox catalyse la formation de LTA4, instable qui est rapidement 

converti selon deux voies métaboliques. La première voie métabolique produit, sous l’action 

de la LTA4 hydrolase, le LTB4 par addition d’une molécule d’eau. La seconde voie, produit 

les « leucotriènes cystéinés » et met en jeu l’enzyme LTC4 synthase et l’insertion d’un 

glutathion pour former LTC4. L’élimination du glutathion à partir de LTC4 forme LTD4 puis 

la perte d’un résidu Gly conduit au métabolite final LTE4 (Figure 29).  
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Figure 29 : Métabolisme des leucotriènes [156]. 

A partir de l’acide arachidonique, l’enzyme 5-lipoxygénase catalyse la formation de LTA4. 

Puis l’enzyme LTA4 hydrolase forme le LTB4. A partir de LTA4, l’enzyme LTC4 synthase, 

forme LTC4 ensuite transformé en LTD4 puis en LTE4.  

 

Les effets des leucotriènes sont médiés par des récepteurs à 7 domaines 

transmembranaires couplés à une protéine G ; les récepteurs BLT1 de haute affinité et BLT2 

récepteur de faible affinité pour LTB4 et les récepteurs CysLT1 pour LTD4 > LTC4 = LTE4 

et CysLT2 pour LTC4 = LTD4 > LTE4 (Tableau V). Récemment un troisième récepteur pour 

les leucotriènes cystéinés a été mis en évidence, sans que son rôle ne soit encore définit.  

Les leucotriènes jouent un rôle dans le chimiotactisme, la dégranulation des 

polynucléaires neutrophiles, l’adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales, la 
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contraction et la perméabilité vasculaire ainsi que la prolifération des cellules musculaire lisse 

et épithéliale (Tableau V). 

Leucotriènes Récepteur Localisation Effets 

LTB4 

BLT1 

Polynucléaires 

neutrophile et 

éosinophile 

Chimiotactisme 

Dégranulation des 

polynucléaires neutrophiles 

Favorise l’adhésion des 

leucocytes aux cellules 

endothéliales 
BLT2 ubiquitaire 

LTC4 
CysLT1 

CysLT2 

Leucocytes 

Cellules spléniques  

Cellules musculaires 

lisse 

Cellules endothéliale 

Contraction vasculaire 

Augmentation de la 

perméabilité vasculaire 

Prolifération cellulaires (cellule 

musculaire lisse et épithéliale) 

LTD4 
CysLT1 

CysLT2 

Contraction vasculaire 

Augmentation de la 

perméabilité vasculaire 

Prolifération cellulaires (cellule 

musculaire lisse et épithéliale) 

LTE4 CysLT1 

Contraction vasculaire 

Chimiotactismes 

Prolifération cellulaires (cellule 

musculaire lisse et épithéliale) 

Tableau V : Effets des leucotriènes. 

 

Un antagoniste du récepteur Cys-LT1 (Montelukast, Singulair®), dispose d’une AMM et 

est indiqué dans le traitement de l’asthme. D’autres inhibiteurs ou antagonistes des 

leucotriènes sont en cours de développement, notamment vis-à-vis du récepteur BLT1 et de la 

LTA4 hydrolase. 



 

76 / 173 

Objectif 

L’AO à kinine est une maladie complexe car intégrée dans une interconnexion de 

systèmes eux-mêmes complexes : phase contact, système rénine-angiotensine, coagulation, 

fibrinolyse et système du complément. Cette pathologie est complexe également par son 

diagnostic difficile parce que le phénotype clinique est variable avec l’âge d’apparition des 

crises, les facteurs déclencheurs, la fréquence de survenue des attaques, leur localisation et 

leur sévérité. S’ajoute à cela un diagnostic différentiel délicat entre l’AO à kinine et l’AO à 

histamine et un impact socioéconomique lourd de cette pathologie sur la qualité de vie des 

patients et de leurs familles [157][158]. Meilleure est la connaissance de la pathologie et plus 

il semble évident que l’AO à kinine est une pathologie multifactorielle et que c’est 

l’accumulation d’anomalies qui conduit à la maladie [159]. Cette pluralité de conditions 

accentue la difficulté du diagnostic mais également celle de la prise en charge thérapeutique 

car à chaque groupe de patient, la thérapeutique doit être adaptée. 

L’objectif de ce travail vise à décrypter l’interconnexion complexe du système des 

kinines pour mieux appréhender le diagnostic biologique de la pathologie d’AO afin 

d’améliorer la prise en charge en passant par une meilleur définition des cohortes de patients. 

Ce travail se décompose en trois parties. La première vise à promouvoir la connaissance 

du système kallicréine-kinine à l’aide de deux revues de la littérature, l’une sur l’activation de 

la phase contact pour appliquer ces connaissances à l’AO, la seconde sur le RB2, la cible de 

BK, et son antagoniste l’icatibant. La seconde partie vise à montrer le caractère multifactoriel 

de la maladie et à identifier les facteurs décisionnels pour le phénotype. Et enfin la troisième 

partie a pour but de développer des outils de diagnostic pour l’AO à kinine. 
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Partie 1 : Application des connaissances du système kallicréine-kinine à 

l’angioedème : 

Première forme décrite d’AOH et la mieux connue, l’AOH avec déficit pour C1Inh 

(AOH-C1Inh), se développe avec une kininoformation exacerbée par le déficit de C1Inh et le 

défaut de contrôle des enzymes de la phase contact. Cette première définition de la maladie a 

orienté l’AOH vers une maladie du complément. Cependant les données récentes indiquent 

que BK est le médiateur principal de l’AOH issu de l’activation de la phase contact. Il a fallu 

réorienter la vision de la pathologie d’une maladie du complément vers des étiologies 

affectant la phase contact et la composante mastocytaire. Mieux connaître la phase contact 

nous permettra donc de mieux comprendre la physiopathologie de la maladie, d’appréhender 

les traitements, d’anticiper les facteurs déclencheurs des crises et d’orienter la recherche vers 

les paramètres décisionnels pour la production des kinines. Cette approche a déjà conduit au 

développement de nouveaux médicaments.  

Ces deux revues font le point sur la connaissance concernant l’activation de la phase 

contact chez les sujets ayant une fonction normale de C1Inh, d’une part, et d’autre part, sur le 

nouveau traitement de l’AO, l’icatibant. 
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Contact system activation in patients with HAE and normal C1 Inhibitor 

function 

Delphine Charignon*, Arije Ghannam*, Federica Defendi*, Françoise Csopaki, Bertrand 

Favier, Mohamed Habib, Sven Cichon, Christian Drouet 

Immunology and Allergy Clinics of North America 2013;33: 513‑533 

*: premier auteur partagé. 

L’AO est la conséquence de l’accumulation des kinines sur l’endothélium vasculaire. Il 

existe deux étiologies distinctes de cette pathologie ; la première est associée à une absence de 

contrôle des enzymes de la kininoformation, conséquence d’un déficit pour C1Inh ; la 

seconde est définie par une fonction normale de C1Inh. Cette seconde forme AOH-nC1Inh, 

décrite pour le première fois en 1986 [160], est associée dans 10 à 20 % des cas à une 

mutation sur le gène F12 mais dans la majorité des situations aucune anomalie génétique n’est 

identifiée. Ce qui suggère que l’AO-nC1Inh est en fait un groupe hétérogène formé par 

différentes étiologies [161].  

Cette revue fait le point sur le système kallicréine-kinine, ses composants, ses 

mécanismes d’activation et de contrôle en appliquant ces données aux situations d’AO-

nC1Inh. Les facteurs déclencheurs de la phase contact et les mécanismes par lesquels les 

proenzymes sont activés sont encore mal connus, mais l’importance de ces phénomènes 

activateurs doit être mise en parallèle avec l’évolution par poussée de la maladie. Identifier les 

facteurs déclencheurs des crises et donc de la phase contact permettra de mettre en place une 

prévention appropriée au patient. Comprendre ces mécanismes et les étapes de l’activation 

pourrait permettre également d’accéder à l’identification de nouveaux marqueurs pour le 

diagnostic, le suivi et/ou le traitement des AO. 



 

 

Ghannam A, Defendi F, Charignon D et al. Contact system activation in patients with HAE 

and normal C1 Inhibitor function. Immunology and allergy clinics of North America. 2013, 

33, p.513–533. 



 

 

 

Icatibant, the bradykinin B2 receptor antagonist with target to the 

interconnected kinin systems 

Delphine Charignon, Peter Späth, Ludovic Martin, Christian Drouet 

Expert Opinion on Pharmacotherapy 2012; 13: 2233-47. 

 

A ce jour, l’icatibant est le seul antagoniste des récepteurs B1 et/ou B2 à disposer d’une 

AMM pour la pratique clinique humaine. Ce puissant antagoniste sélectif de RB2 a été 

développé sous le nom de HOE140 et commercialisé sous la dénomination de Firazyr®. 

L’AMM actuelle de l’icatibant restreint son utilisation aux crises d’AO modérées à sévères 

chez les adultes déficitaires pour C1Inh. Pourtant d’autres utilisations sont envisagées dans le 

cadre des AO d’une part (AOA [162], AOH-nC1Inh [163], AO iatrogènes [164], prophylaxie 

[165]), mais aussi dans d’autres indications (chirurgie avec pontage cardiopulmonaire [166], 

ischémie reperfusion [167], ostéo-arthrite [168], rhinite allergique [169], asthme chronique 

[170]). De plus les antagonistes de RB2, incluant l’icatibant, représentent une possible option 

thérapeutique pour de nombreuses pathologies incluant la douleur [171], la maladie 

d’Alzheimer [172], les septicémies [173], les traumatismes crâniens [88], la goutte [174] et la 

pancréatite [175] (Figure 30).  

Le document fait un point sur les données acquises au cours de son développement 

thérapeutique et sur l’expérience acquise au cours de son utilisation en pratique médicale du 

traitement des AO.  

Plusieurs points ont porté l’attention, sur la dose, ses propriétés agoniste partiel et ses 

effets indésirables à type de réaction locale au point d’injection et de récurrence ou 

d’aggravation des crises d’AO dans les 48 h suivant l’application du médicament. Des 

données manquantes ont également été relevées, concernant l’effet de l’icatibant sur le 
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déplacement de BK fixé au récepteur et le devenir de ces molécules. De même il ne faut pas 

oublier que les kinines exercent des effets bénéfiques à long terme, illustrées par les effets 

protecteurs des traitements par IEC. Il faut donc distinguer les applications aigües (par 

exemple le traitement d’une crise) d’une utilisation chronique (e.g. traitement d’une douleur 

neuropathique). 

 

 

Figure 30 : Applications potentielles des antagonistes des récepteurs des kinines [81]
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Charignon D, Späth P, Martin L et al. Icatibant, the bradykinin B2 receptor antagonist with 

target to the interconnected kinin systems. Expert Opinion on Pharmacotherapy. 2012, 13, 

p.2233–2247 
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Partie 2: Démonstration d’une maladie multifactorielle 

L’AOH est considéré actuellement comme associé aux mutations sur les gènes de 

causalité SERPING1 et F12. Cependant en appui sur la variabilité des phénotypes cliniques, 

la pathologie est décrite depuis peu comme une maladie multifactorielle [96][159] sans que 

les facteurs décisionnels associés aux mutations des gènes SERPING1 et F12 ne soient 

identifiés. En effet les porteurs d’une même mutation peuvent être asymptomatique ou 

développer une pathologie sévère, sans que les paramètres décisionnels pour l’apparition des 

symptômes ne soient encore identifiés. Cette variabilité confère une difficulté pour le 

diagnostic, à partir d’une mutation génétique, de savoir prédire l’apparition des symptômes 

chez un sujet.  

Nous avons cherché, dans les deux études suivantes, à comprendre et à identifier quels 

paramètres pourraient expliquer les variations des phénotypes cliniques. Le premier article se 

concentre, sur une population restreinte, les familles porteuses de la mutation sur le gène F12, 

ce qui permet d’étudier une population homogène. Le second, illustre le caractère 

multifactoriel de l’AOH, par le premier rapport d’une famille porteuses de deux anomalies 

génétiques, l’une sur le gène F12 et l’autre sur le gène SERPING1. 
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Hereditary angioedema with F12 mutation: factors modifying clinical 

phenotype 

Delphine Charignon, Arije Ghannam, Federica Defendi, Denise Ponard, Nicole Monnier, 

Margarita López Trascasa, David Launay, Teresa Caballero, Kamel Djenouhat, Olivier Fain, 

Sven Cichon, Ludovic Martin, Christian Drouet 

Allergy 2014; doi: 10.1111/all.12515 

 

Le document décrit des données biologiques homogènes dans les conditions d’une 

forme particulière, les AO associés aux mutations du gène F12 (AOH-FXII, OMIM 610618). 

En 2006, étaient identifiées les mutations c.983C>A (p.Thr328Lys) et c.983C>G (p.Thr328Arg) 

sur le gène F12 associées aux AOH-nC1Inh [93][94] qui confèrent au FXII un gain 

d’activation [93]. L’importance de l’intégrité du gène F12 pour la pathologie de l’AOH-

nC1Inh a été soulignée par la description d’autres anomalies, la délétion c.971_1018+24del72 

[95] et la duplication c.892_909dup, associées également à des AOH-nC1Inh [96]. Ces 

mutations autosomales et dominantes affectent au plus 10 à 20 % des patients souffrant 

d’AOH-nC1Inh. La pénétrance de la pathologie est extrêmement variable d’une famille à 

l’autre (0,17 à 1), avec l’existence de nombreux porteurs asymptomatiques. Le phénotype 

clinique d’un individu à l’autre (et même au sein d’une même famille) est lui aussi, 

extrêmement variable alors que ces individus portent la même mutation. L’hypothèse est 

émise par plusieurs équipes d’une maladie multifactorielle [96][159], où la mutation sur le 

gène F12 serait causale mais dont le phénotype clinique pourrait être modifié par d’autres 

éléments (facteur de sévérité et/ou facteur de protection). Pour préciser cette question, nous 

avons émis l’hypothèse que l’équilibre du métabolisme des kinines entre le contrôle de la 

kininoformation par C1Inh (antigénémies de C1Inh et de C4 et fonction de C1Inh), la 

production des kinines (activité amidase spontanée du plasma et réserve des proenzymes) et 

les activités des enzymes du catabolisme des kinines (APP, CPN, ECA) pourraient influencer 
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l’accumulation des kinines sur l’endothélium et par conséquent la sévérité des crises d’AO. 

L’étude a porté sur 40 familles porteuses de la mutation c.983A>C sur le gène F12 (n=176, 

dont 118 porteurs de la mutation et 58 apparentés non porteurs et comparés à 200 donneurs 

sains) avec la mesure des paramètres biologiques du métabolisme des kinines. Chez les 

patients, nous avons quantifié la sévérité du phénotype clinique selon l’âge d’apparition des 

symptômes, leur fréquence et leur localisation [176]. Nous avons ensuite cherché parmi les 

paramètres du métabolisme des kinines lesquels pouvaient influencer la sévérité du phénotype 

clinique. A cette fin nous avons construit un modèle de régression logistique incluant les 

différents paramètres biologiques mesurés pour tenter d’expliquer la sévérité du phénotype. 

Le modèle de régression a retenu comme paramètres décisionnels les activités amidase 

spontanée, ECA et CPN. La capacité de production et de dégradation des kinines influence 

donc la sévérité du phénotype clinique. 

 



 

 

Charignon D, Ghannam A, Defendi F, Ponard D, Monnier N, Lopez-Trascasa M, et al. 

Hereditary angioedema with F12 mutation: factors modifying clinical phenotype. Allergy 2014; 

doi: 10.1111/all.12515. 
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First hereditary angioedema with mutations on both the SERPING1 and 

F12 genes  

Delphine Charignon, Arije Ghannam, Federica Defendi, Denise Ponard, Nicole Monnier, 

Christian De Gennes, Christian Drouet 

En révision (Journal of Allergy and Clinical Immunology) 

 

Une première démonstration a été apportée que l’AOH est une maladie multifactorielle. 

Une nouvelle démonstration est décrite avec le cas d’une famille qui porte les deux mutations 

causales pour l’angioedème héréditaire, sur le gène F12 et sur le gène SERPING1. Cette 

situation très rare est associée à un facteur de risque pour une maladie sévère, la faible activité 

CPN. L’accumulation de ces anomalies se traduit effectivement chez le cas index par une 

pathologie sévère (score de sévérité 11/12) et à l’apparition précoce des symptômes chez sa 

fille et un score de sévérité (9/12) qui pourra se consolider après la puberté. 

D’autre part la coexistence, dans cette famille, de deux anomalies distinctes et causales 

pour l’AO l’une portée sur le chromosome 5 et l’autre portée sur le chromosome 11, pose la 

question de la prévalence de ces anomalies. La prévalence des anomalies sur le gène 

SERPING1 a été évaluée à 1 : 50 000 [177][178] alors que celle sur le gène F12 n’a pas 

encore pu être estimée. La coexistence de ces deux anomalies suggère que la prévalence de la 

mutation sur le gène F12 n’est probablement pas aussi faible qu’estimée.  
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Capsule summary 

This report describes the first family to present with hereditary 26 angioedema, carrying 

mutations on both the SERPING1 and F12 causative genes. This redundancy creates a severe 

phenotype and suggests a not-rare prevalence of affected genes. 
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To the Editor 

Hereditary angioedema (HAE) is an autosomal dominant disease characterized by recurrent 

swellings of the cutaneous and mucosal tissues. Associated complications include potentially 

life-threatening swellings, involving the tongue, pharynx, and larynx. The most common 

forms of HAE are caused by mutations in the SERPING1 gene (MIM #106100) (1). These 

lead to a functional deficiency of C1 Inhibitor (C1Inh), resulting in failed control of the 

contact system, i.e. bradykinin formation, with a subsequent increase in vascular permeability 

causing angioedema (2). Recently, another HAE type has been described as HAE with normal 

C1Inh (3), involving 10-20% of patients carrying a c.983C>A mutation of the F12 gene. It 

has been suggested that this mutation increases Factor XII (FXII) activity, which in turn may 

trigger excess bradykinin formation, eventually leading to edema (4). In this study, we sought 

to investigate the severe clinical phenotype of a woman (III.1) who regularly suffered from 

laryngeal angioedema. The first symptoms manifested at 7 years old, were triggered by cold 

and stress and worsened at puberty and during the first trimester of pregnancy. The patient 

exhibited up to 90 angioedema attacks per year, involving the extremities, larynx, and 

intestines, each lasting approximately two days. The disease was ameliorated under treatment 

with danatrol, tranexamic acid, and C1Inh concentrate. This clinical presentation was 

characteristic of a severe angioedema phenotype, with a severity score of 11 (5). The patient 

displayed reduced C1Inh level and function, measured at 103 mg•L-1 (normal range 210–355 

mg•L-1) and 9.6 U•mL-1 (17.2–27.4 U•mL-1), respectively. Her C4 antigenic level was 

decreased to 136 mg•L-1 (157-257 mg•L-1). Anti-C1Inh immunoblot (7.5% SDS-PAGE, non-

reducing conditions) revealed that circulating C1Inh was partially proteolyzed, the native 

form being able to associate with C1s protease (Fig. 1). This C1Inh status was characteristic 

of Type I C1Inh deficiency. Further investigation was then undertaken, with an assessment of 

kinin metabolism, revealing high spontaneous amidase activity (39.2 nmol•min-1•mL-1; 1.4–

7.2 nmol•min-1•mL-1) and decreased proenzyme activation (1,639 nmol•min-1•mL-1; 1,870–
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2,985 nmol•min-1•mL-1), with subsequent failed control of contact phase (6) and gain-of-

function of the FXIILys328 (4). The high proteolytic activity illustrated by the amidase activity 

is associated with the 95-kDa cleaved C1Inh species (Fig. 1). In addition, we observed a 

decreased carboxypeptidase N (CPN) activity (27.7 nmol•min-1•mL-1; 34.3–56.5 nmol•min-

1•mL-1), in line with the severe phenotype score associated with a low CPN activity (7). While 

the aminopeptidase P and angiotensin-I converting enzyme activities were elevated (3.67 

nmol•min-1•mL-1; 0.24–2.32 nmol•min-1•mL-1; 102 nmol•min-1•mL-1; 42–86 nmol•min-1•mL-

1, respectively), they nevertheless failed to provide any protection from angioedema attacks. 

After obtaining informed consent, we investigated causative genes via complete sequencing 

of SERPING1 gene, direct sequencing of the F12 gene (4). The patient was found to be a 

carrier of mutations on both genes, presenting with the c.51+3 A>C new allele on the 

SERPING1 gene and the c.983C>A common allele on the F12 gene (4) (Fig. 1). A point 

mutation had already been described in the same location (c.51+3A>G) of the SERPING1 

gene (8) and was associated with a donor splice defect (9). This patient combined causative 

mutations, which accounted for the frequent angioedema attacks, with an additional risk 

factor for a severe phenotype.  

Other family members were also presented with angioedema, with her two brothers 

(III.2 and III.4), her sister (III.3), her father (II.1) and her paternal grandfather (I.1). Her two 

young children, a 7-year-old girl (IV.1) and 4-year-old boy (IV.2), were also tested for 

biological parameters and the familial genetic defects (Table 1). The daughter exhibited 

biological abnormalities characteristic of HAE with C1Inh deficiency and decreased CPN 

activity, being found to carry both familial mutations (Table 1). This patient developed first 

symptoms 2 years later at 9 years old. In contrast, the young boy was not carrier of the 

familial mutations, yet presented with high amidase activity and low CPN activity, suggesting 

that several factors in favor of kinin accumulation could be shared in this family. 
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The angioedema disease results from the accumulation of susceptibility factors, 

targeting the control of contact phase, kinin-forming enzyme activities, or kinin catabolism 

(7). The conjunction of both affected genes in this HAE condition suggests a not-rare 

prevalence of mutations causative for the disease and represents a significant burden that 

HAE exerts on society. 
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Table  

Id 

Age 

Gender 

Age of 

onset 
Severity 

score 
Symptoms 

Prophylactic 

treatment 

C1Inh 

anti-

genic 

level 

C1Inh 

function 

C4 anti-

genic 

level 

Spont. 

amidase 

activity 

Pro-

enzyme 

activation 

APP CPN ACE SERPING1 F12 XPNPEP2 

years years 
mgL-1 UmL-1 mgL-1 

nmol 

minmL-1 
nmol 

minmL-1 
nmol 

minmL-1 
nmol 

minmL-1 
UI 

c.51+3 c.983 c.-2399 
210-255 17.2-27.4 100-380 1.4-7.2 1,870-2,985 0.24-2.32 34.3-56.5 42-86 

III.1 36 F 7 Severe 

Sub-

cutaneous, 

abdominal, 

laryngeal 

danatrol 

tranexamic 

acid 

103 9.6 136 39.2 1,639 3.67 27.7 102 C/A A/C C/C 

IV.1 7 F 9 Moderate 

Sub-

cutaneous, 

face 

None 178 14.9 116 42.1 1,699 0.86 30.1 143 C/A A/C C/C 

IV.2 4 M - 
Asympto

matic 
- None 444 31.8 179 23.4 1,715 0.90 26.3 110 A/A C/C C 

 

Table 1 : Biological parameters of family members. 

Id, patient number as in Fig.1, Severity score is established according Freiberger et al scaling [176], C1Inh: C1Inhibitor, Spont. amidase activity
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Figure:  

Figure 1: Depiction of the family tree. Circles denote women, squares denote men. Black 

symbols indicate that the individual is affected with HAE; arrow indicates the family index case. 

We tested DNA for the presence of the disease-causing mutations on SERPING1 and F12 genes, 

and of the SNP -2399C>A on the XPNPEP2 gene. The anti-C1 Inhibitor immunoblot of the 

plasma illustrates the C1 Inhibitor molecular species. 
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Partie 3: Développement d’outils diagnostics de l’angioedème à kinine

Jusqu’en 2007 n’était disponible pour le diagnostic de l’AO à kinine que l’examen de 

C1Inh et de son gène (SERPING1), modifiés dans les AO avec déficit pour C1Inh (Annexe 

1). Depuis la définition des AO-nC1Inh, la mise en place de nouveaux tests diagnostiques est 

nécessaire. Les kinines, élément central de la réaction d’AO, présentent une demi-vie trop 

courte (< 30s) pour que leur mesure soit accessible à partir d’échantillon sanguin en routine. 

C’est pourquoi le laboratoire d’exploration de l’AO du CHU de Grenoble développe depuis 

2007 des analyses biologiques innovantes pour le diagnostic de l’AO à kinine incluant les AO 

avec ou sans déficit pour C1Inh. Ces analyses suivent à la fois des marqueurs de la production 

des kinines mais également les activités des enzymes du catabolisme des kinines. 
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Enzymatic assays for the diagnosis of bradykinin-dependent angioedema 

Federica Defendi, Delphine Charignon, Arije Ghannam, Rémi Baroso, Françoise Csopaki, 

Marion Allegret-Cadet, Denise Ponard, Bertrand Favier, Sven Cichon, Brigitte Nicolie, 

Olivier Fain, Ludovic Martin, Christian Drouet 

PloS One 2013;8:e70140. 

 

En 2013, les données accumulées ont permis de valider la méthode de l’analyse 

biologique dite de kininoformation spontanée (ou activité amidase spontanée du plasma ou 

kininogénase) et de la réserve des proenzymes (ou activabilité des proenzymes). Le travail 

décrit les activités du métabolisme des kinines sur une large cohorte de patients se présentant 

avec un AO (250 avec AOH-C1Inh, 20 avec AOA, 268 avec AOH-nC1Inh, 60 avec AOH-

FXII, 61 avec AO histaminique et 23 avec une maladie inflammatoire chronique). Il montre 

que l’activité amidase spontanée est augmentée avec une bonne spécificité et une bonne 

sensibilité en situation de crise chez les sujets souffrant d’AO, que cette augmentation est 

contrôlée par la prise d’acide tranexamique ou en dehors d’une situation de crise comparée 

aux donneurs sains (n=303). L’augmentation de l’activité amidase spontanée chez certains 

sujets développant des angioedèmes histaminiques doit considérer la difficulté du diagnostic 

différentiel avec l’expression de l’activation de la composante mastocytaire. Elle suggère 

l’existence de formes mixtes présentant une co-activation de la phase contact et des 

mastocytes. Ces données sont supportées par celles de la littérature. Des analogues de BK 

sont capables d’induire la dégranulation des mastocytes [84] et les médiateurs libérées par le 

mastocyte (tryptase et héparine) sont capables de cliver HK [82][83]. La diminution de 

l’activabilité des proenzymes chez les AOH-C1Inh démontre la forte activation du système et 

la grande consommation des proenzymes associées à ces formes d’AO. De même la 

consommation des proenzymes dans une condition inflammatoire révèle l’activation du 

système immunitaire. 



 

 

 

Defendi F, Charignon D, Ghannam A, Baroso R, Csopaki F, Allegret-Cadet M, et al. Enzymatic 

assays for the diagnosis of bradykinin-dependent angioedema. PLoS One 2013;8:e70140 
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High molecular weight kininogen cleavage by kallikrein: kinetics, 

mathematical model, and applications for biological diagnostics of 

angioedema 

Rémi Baroso, Bertrand Favier, Delphine Charignon, Françoise Csopaki, Dominique J. Bicout, 

Jacques Demongeot, Christian Drouet 

En préparation 

 

Le clivage de HK pour libérer BK est l’élément clé de la production des kinines et par 

conséquent de la crise d’AO. Les kinines ayant une demi-vie extrêmement courte, il est 

impossible de mesurer leurs concentrations à partir d’échantillons sanguins. C’est pourquoi 

nous avons choisi, comme indicateur de la libération des kinines, le suivi de la coupure de HK 

par immunoblot anti-HK. Avant de développer ce nouvel outil diagnostic et de déterminer les 

caractéristiques analytiques de cette nouvelle méthode, les caractéristiques de la réaction 

enzymatique de KK vis-à-vis de HK ont été étudiées. Déterminer les constantes de la réaction 

nous a permis de développer un modèle mathématique à partir duquel pourra être estimée la 

quantité de BK libérée une fois établie la mesure des différentes espèces de HK natif et clivé. 

Etudier les effets de la température sur la réaction, définira les conditions analytique et pré-

analytique de ce nouveau test, en tenant compte des conditions fonctionnelles des Serpines, 

dont C1Inh. 

En pratique, l’immunoblot anti-HK sur gel d’électrophorèse (8% de polyacrylamide) 

révèle les formes native de HK (non clivée, N-HK) à 120 kDa, la chaîne légère (LC-HK) à 56 

kDa et la chaîne légère clivée (cLC-HK) à 45 kDa. La distribution de ces espèces 

moléculaires dans le plasma suggère l’importance de la mise en jeu de la phase contact dans 

l’événement pathologique. 
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Extra table 

What is known on this topic? 

- Bradykinin production resulting from high molecular weight kininogen (HK) cleavage by 

kallikrein (KK) is primarily controlled by C1 inhibitor (C1Inh) at 37°C, but not at a lower 

temperature. 

- Bradykinin-associated angioedema is a condition typically associated with C1Inh deficiency, 

in which serpin function can be measured in plasma. 

- Diagnostics of angioedema with normal C1Inh are difficult due to the absence of a pertinent 

assay. 

What this paper adds? 

- The kinetics of HK cleavage by KK is almost as efficient at 0°C as at 37°C.  

- HK cleavage is slow at all temperatures and mathematical simulation has indicated that 

efficient contact phase control is achievable with C1Inh at the blood stream level  

- We conducted a diagnostic test in order to investigate HK in plasma, with an 88-100% 

specificity of angioedema with normal C1Inh. 
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Abstract 

Bradykinin-associated angioedema (AO) is a rare condition characterized by recurrent 

attacks of edema. In order to identify a biological marker of bradykinin production, we 

investigated high molecular weight kininogen (HK) cleavage characteristics. The kinetics of 

HK cleavage by kallikrein (KK) were measured at 0°C (KM=6.72  10-7M, kcat=1.33 10-

1s-1) and 37°C (KM=1.09 10-6M, kcat=6.37 10-1s-1). In a reconstituted contact phase with 

purified components that included HK, prekallikrein (PKK), and activated FXII, PKK was 

fully activated prior to complete HK cleavage. This delay was modelled by creating a 

mathematical representation, which accounted that the majority of plasma HK was associated 

with PKK, and that the inhibition of this association severely impaired HK cleavage by KK. 

According to this model, local activation of KK resulted in minor HK cleavage in the 

bloodstream. Bradykinin, the mediator of angioedema, displays too short a plasma half-life to 

be considered a disease marker. The model thus validates the pertinence of HK investigation 

in peripheral plasma and demonstrates HK cleavage analysis to be a successful biological 

marker of AO. The HK cleavage assay was confirmed as effective after assaying HK 

molecular species in 56 AO samples (25 men; 31 women) with normal C1 Inhibitor, normal 

kinin catabolism, and without prophylactic treatment, compared to 49 healthy blood donor 

plasma samples (25 men; 24 women). Median values of native HK concentration were 

99mg/L and 71mg/L for control men and women, respectively, and 39mg/L and 17mg/L for 

AO men and women, respectively. The percentage of HK cleavage (%C) was established, 

producing median values of 9% and 18% for control men and women, respectively, and 32% 

and 68% for AO men and women, respectively. The thresholds were set at <85mg/L native 

HK with >34 %C for men, and <65mg/L HK with >40 %C for women, with a specificity of 

100% and 88% for men and women, respectively. HK cleavage should provide physicians 
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with supportive arguments for significant kinin production in suspected AO cases, as well as 

benefitting patient follow-up in clinical trials. 

 

Keywords 

High molecular weight kininogen, angioedema, kallikrein, enzymatic kinetics 



 

 103 / 173 

Introduction 

Angioedema (AO) has been defined as local subcutaneous edema or sub-mucosal 

edema of digestive or respiratory tracts (1). While it can be associated with a hereditary defect 

in functional C1Inh (OMIM 106100) for which the estimated prevalence is 1/50,000 (2), AO 

can also occur with normal C1Inh function (AO-nC1Inh), such as in FXII mutation carriers 

(3) (OMIM 610618), or under the iatrogenic conditions of angiotensin-converting enzyme 

inhibitors with subsequently enhanced kinin half-life. AO can prove life-threatening if the 

upper airways are affected, though symptom intensity and frequency vary widely, even within 

the same family (1). AO has been defined as non-pruritic, non-pitting (1), and resistant to 

antihistamine drugs. While bradykinin (BK) and desArg9-BK are recognized as the main 

mediators, the precise disease pathogenesis and diagnosis remain a matter of debate. (4). 

BK is released from high molecular weight kininogen (HK) upon kallikrein (KK) 

cleavage (5). KK circulates in plasma in its zymogen form prekallikrein (PKK), which can be 

activated by heat shock protein 90 (6), prolylcarboxypeptidase (PRCP) (7), or activated 

coagulation Factor XII (FXIIa). FXII zymogen can be activated by negative charges, such as 

glass or dextran sulphate (DS) ex vivo (8), or alternatively by platelet polyphosphate (9), 

heparin sulphate (10), or KK in a positive feedback loop (11). Contact system activation is 

controlled by C1 Inhibitor (C1Inh), which blocks FXIIa and KK activities in a serpin-protease 

association (12). 

The plasmatic concentration of kinins is not pertinent to AO diagnostics due to the short 

half-life of BK and desArg9-BK (13). In order to provide supporting evidence for kinin 

production, routine tests were developed investigating the kinin forming ability of human 

plasma, namely its amidase activity (14), as well as kinin catabolism. This prompted us to 

investigate another biological marker: the change of HK from native, full-length status (N-

HK) to cleaved molecule (C-HK).  
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HK is a 120kDa α-globulin protein composed of six domains, the fourth being the BK 

peptide (15). On BK release, HK is cleaved by KK into a heavy (64kDa, HC) and light 

(56kDa, LC) chains. Scott et al. (16) demonstrated that LC HK is further cleaved into a light 

chain (46kDa, cLC). In their investigations of BK release at 25°C, Tayeh et al. reported that 

the KM value of KK was 1.38  10-6M, and the kcat value was 0.63 s-1. These parameters 

were only slightly modified by using DS, yet found to be dependent on a prior association 

between KK and HK (17). The N-terminus of PKK (or the corresponding heavy chain of KK) 

can associate with LC-HK (or the corresponding C-terminus of N-HK) with a KD of 12-

17nM, resulting in 62% to 83% of plasmatic HK being associated with PKK (18) (19). 

In our study, we have demonstrated that plasma KK efficiently cleaves HK at both 37°C 

and 0°C. The delay between KK activation and N-HK cleavage can be simulated by a 

mathematical model if it comprises the required prior association between the two proteins. 

We performed a semi-quantitative HK assay in order to evaluate N-HK concentration and HK 

cleavage in plasma samples from AO-nC1Inh patients. This assay could be used as a non-

controversial AO diagnostic tool, with high sensitivity and specificity. 
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Material and methods 

Reagents 

Purified native (single chain) HK (N-HK) was purchased from Enzyme Research 

(Swansea, United Kingdom) (data from Fig. 1-2) or Calbiochem (Darmstadt, Germany). HK 

purity was claimed to be >99% by the manufacturer. For all data where HK was used as 

standard, we confirmed a batch purity >90% by silver staining of a poly-acrylamide gel in 

reducing conditions and we estimated the concentration by means of micro bicinchoninic acid 

assay (microBCA, Interchim, Montluçon, France). KK was purchased from Calbiochem 

(Darmstadt, Germany). PKK, FXIIa, and plasmine were obtained from Enzyme Research 

(Swansea, United Kingdom). Peroxydase-conjugated anti-HK light chain polyclonal 

antibodies and goat anti-PKK antibodies were also purchased from Enzyme Research. A 

monoclonal anti-PKK antibody (Pierce Biotechnology, Rockford, USA) was used 

alternatively with similar results. Peroxydase-conjugated anti-mouse antibodies were obtained 

from GE Healthcare (Chalfont St. Giles, United Kingdom), while peroxydase-conjugated anti-

goat antibodies and other chemicals were acquired from Sigma (Saint Quentin Fallavier, 

France). 

Patient plasma 

All procedures were performed according to the principles of the Helsinki declaration 

and in adherence with French ethical policies, ensuring suitable execution of the study. This 

comprised anonymous biological sample collection (Ministry of Health identification DC-

2008-634) and informed consent to participate in the investigation with associated biological 

assays. Blood donors (healthy controls) answered a questionnaire. The AO patient plasma 

samples were taken from the “Centre de Référence des Angioedèmes” in France, selected 

according to the following criteria: established angioedema symptoms, normal kinin 

catabolism enzyme activity, and no prophylactic treatment like tranexamic acid or danazol. 
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AO-nC1Inh patient samples were further selected for normal C1Inh function levels. The 

Institutional Review Board of Grenoble (South-East committee V) stated that sample 

collection and its processing agreed with these ethical requirements (decision April 1st, 2009). 

The study procedures were also in compliance with the “Informatique & Libertés” act under 

ID 909453. All data was analyzed anonymously. 

HK standard and plasma sample preparation 

Native HK (N-HK) was mixed with loading buffer containing SDS (2% wt/vol) and β-

mercaptoethanol (2.5% vol/vol), then boiled and stored frozen. One aliquot was thawed each 

day to be diluted further in loading buffer prior to loading on gels.  

Human plasma samples were drawn in glass citrated tubes and shipped at room 

temperature (20-25°C) within 2 days. After a 10 min and 2,000×g centrifugation, the platelet-

free plasma samples were collected, immediately aliquoted, and frozen at -80°C. They were 

diluted five times in loading buffer, then boiled and frozen at -20°C. As opposed to the 

purified protein samples, we noticed that the plasma samples in loading buffer could be 

thawed several times. We loaded 5µl corresponding to 1µl of plasma onto the gels. 

In vitro assays  

All reactions with purified proteins were performed in polypropylene tubes coated for 1 

to 18 hours (H) with 1% BSA, then washed with the PBS-Zn reaction buffer (155.17mM 

NaCl, 1.54mM KH2PO4, 2.71mM Na2HPO4, pH 7.2, and 50µM ZnCl2). For PKK activation 

and HK cleavage assay, FXIIa (0.313pmol), PKK (1.74pmol), and HK (1.74pmol) were 

incubated for 0 to 30 min at 0°C or 37°C. The reported amounts represent a typical 10µl 

volume corresponding to one sample to be loaded on a gel. For the kinetic KK parameters at 

both 0°C and 37°C, three experiments were performed. We independently tested five different 

HK concentrations (range: 57 to 570nM) in a tube, then analyzed them on a gel loaded with 

five cascade dilution of a sample prior to adding the enzyme. Three samples were taken at 0, 
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1, and 2 min after adding KK (17.5 or 35nM). All reactions or samples were blocked in 

loading buffer, then boiled and stored frozen as independent aliquots. Spontaneous amidase 

activity assay and DS activation were both carried out as previously described (14). 

Gel electrophoresis and HK quantification 

Poly-acrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) was performed using 8% poly-

acrylamide gels prior to transfer onto nitrocellulose membrane (Hybond, GE HealthCare, 

Chalfont St. Giles, UK), followed by incubation with a horseradish peroxidase-conjugated 

polyclonal antibody against HK light chain, then with enhanced chemiluminesence (ECL 

Amersham, Arlington Heights, IL, USA). The three following bands were revealed: native 

(N-HK), light chain (LC-HK), and cleaved light chain (cLC-HK) HK. Densitometry 

quantification was conducted by means of a ChemiDoc™ XRS+ System camera and Image 

Lab™ software (Biorad, Hercules, USA), and a linear regression was plotted in order to 

calculate N-HK plasma levels. The percentage of HK cleavage (%C) was defined as the ratio 

of LC-HK+cLC-HK to the sum of the three bands. 

Statistics  

Unless otherwise stated, all results were expressed as meanstandard deviation. The 

values in square brackets represent quartiles [quartile 1-median-quartile 3]. The results 

displayed in Figure 4 were compared by means of the non-parametric Wilcoxon sign rank 

test, using the R software package (20). 

To determine KM and kcat, initial velocity of reaction and substrate concentration were 

plotted using Lineweaver-Burk and Hanes-Woolf linear regressions (21) (22). Our obtained 

KM and kcat values were used as a starting point for non-linear regression (Excel® software, 

Microsoft, Redmond, WA, USA), with iterations performed until at least four digits of both 

values were stable. One KM and kcat value was considered validated if both starting points of 
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iteration produced the same result. Final KM and kcat values were expressed as the mean of 

three experiments.  

Cut-off values were determined in order to maximize the sum of sensitivity and 

specificity by using receiver operating characteristic (ROC) curves (23) (24) via Excel® 

software. Box plots were drawn with Origin® 8.5.1 software (OriginLab Corporation, 

Northampton, MA, USA), applying whiskers extending up or down to the most proximal 

value between the following: maximum/minimum value or 1.5 of upper/lower interquartile 

range, respectively.  

Mathematical models 

Model M1 presents R1 and R2 reactions (Tab. 1), with the following initial conditions: 

as above for in vitro, and [FXIIa]=3.75 10-7M, [PKK]=4.07 10-7M, and [N-HK]=6.78 10-7M 

for plasmatic simulations. 

Model M2 applied similar initial concentrations, including R1 and substituting R2 with 

R3 to R7 (Tab. 1), according to the observations made by Tayeh et al.(17), stating that N-HK 

cleavage by KK is impaired if the association between the two molecules is blocked. We 

theorized that cleavage could only occur once the N-HK light chain domain associated with 

the KK heavy chain. To calculate the initial concentration of all four possible associations 

between peptide chains, we estimated the four KD values of R3, R5, R6, and R7 at 16nM (19) 

and solved the corresponding second order equations. We posited that the association between 

N-HK and KK represented the true Michaelian enzyme-substrate complex and thus deduced 

the kon and koff values for R2 from KM=(koff + kcat)/ kon and KD=koff / kon. R5, R6, and R7 

were assumed to hold the same kon and koff values as R2. 

In order to evaluate C1Inh effect on KK-mediated HK cleavage, R8 was added to the 

R3-R7 reactions in model M3, with [PKK]=9/10 of 4.07 10-7M, [KK]=4.07 10-8M, [N-HK] 

unchanged, and [C1Inh]=2.18 10-6M. 
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Differential equations were programmed on R (ref) and Excel® softwares, producing 

similar results. With the Excel® software, 3000 steps of a short time interval were calculated, 

10,000 in R, with step length adjusted in order to achieve reactions. A complete reaction was 

defined as 90% substrate hydrolysis. 
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Results 

In vitro prekallikrein activation by Factor XIIa is faster than kininogen cleavage by 

kalikrein at 0°C and 37°C 

Laboratory tests of kinin forming enzymes are conducted on ice with the aim of 

avoiding serpin control (8). We investigated HK cleavage in vitro at both 0°C and 37°C, using 

purified PKK, HK, and FXIIa to reconstitute a simplified activated contact phase. We then 

submitted the samples to SDS-PAGE (reducing condition) and anti-KK and anti-HK 

immunoblot. PKK activation was achieved within 1-5 min, irrespective of the temperature 

applied (Fig. 1A-B). Three HK species were distinguished as previously described (15): 

native form (N-HK), separated light chain (LC-HK), and cleaved light chain (cLC-HK) HK, 

its derivative (Fig. 1C-D). 

PKK was fully activated at an earlier time point (5 min at 0°C; 1 min at 37°C) than full 

HK cleavage (30 min at 0°C, 10 min at 37°C) in the in vitro contact phase reconstitution (Fig. 

1), while they were activated simultaneously (5 min at 37°C) in plasma upon DS activation 

(Fig. S1). This finding does not correlate with a proteolytic process where one KK enzyme 

cleaves more than one HK molecule, with subsequent full HK cleavage prior to total PKK 

proenzyme activation.  

The kininogen cleavage rate in vitro cannot be explained by Michaelian kinetics 

In this setting, proteases are known to exhibit a low kcat (25), and we therefore wished to 

determine whether Michaelian kinetics alone could account for PKK being fully activated 

prior to total HK cleavage. To calculate the KM and kcat values of KK, purified KK and HK 

were incubated at 0°C and 37°C, with the HK cleavage kinetics followed by a semi-

quantitative assay of the HK species, as described in the Method section (Fig. S2). At 0°C, 

KK was found to be 5-times slower (kcat=0.133 s-1) than at 37°C (kcat=0.637 s-1), while the KM 

value at 0°C (0.67µM) was comparable to that produced at 37°C (1.09µM; Tab. 2). These 
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constants were taken as a basis for mathematical models. In model M1, R1 and R2 reactions 

were translated into differential equations and then simulated using Matlab® or Excel® 

software, as described in Table 1. The time required to achieve 90% PKK activation and 90% 

HK cleavage have been displayed in Table S1. In vitro, HK cleavage was achieved prior to 

PKK activation. This M1 model was built using solely Michaelian kinetics and failed to 

mimic the delay between the two processes. 

We were thus prompted to build model M2, which accounted for the association of the 

majority of plasma HK with PKK (18), as well as for the inhibition of this association that 

severely impairs HK cleavage by KK (17). Model M2 included R1 and R3 to R7 reactions 

(Table 1), with the possible sequestration of KK and N-HK into equilibrium R5 and R6 

reactions, respectively. For the purposes of simplification, two assumptions were made: (i) the 

four dissociation constants of the combined reactions between KK heavy chain (from KK or 

PKK) and HK light chain (from N-HK or CL-HK) fall within the same range, estimated as 

KD=16nM (19); (ii) the association between KK and N-HK is assumed to be the enzyme-

substrate complex, thus giving us an estimation of kon and koff values of R3 reaction, and 

consequently of R5, R6, and R7 reactions. The model M2 simulations reported that PKK 

activation occurs prior to HK cleavage (Fig. 2A-B). The densitometry analyses of the 

electrophoretic bands from Figure 1 have been reported in Figures 2C-D. Both experimental 

data sets and simulation curves are consistent. 

We then proceeded to analyze the simulations by applying the ratio of NH-HK cleavage 

time to PKK activation time. The simulations of HK concentrations in the range of 1-3×10-7M 

produced N-HK time:PKK time ratio values of 3.5-4.6 (Table S1). This confirmed that the 

experimental Figure 1 observations were not dependent on partial initial cleavage of HK. 

Given that the kinetic constants of FXIIa at 0°C were unknown, simulations at this 

temperature were made with a kcat value 5-times lower than that at 37°C (Table S1). The time 

required for PKK activation was 11 min (longer than the 5 min observed in experiments; Fig. 
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2 C), and the N-HK:PKK time ratio was over 1. By means of interpolation, we concluded 

that, regardless of the actual kcat value of FXIIa at 0°C, model M2 was consistent with the 

delay between in vitro PKK activation and HK cleavage. 

In order to apply this model to the human plasma setting, two simplifications were used: 

(i) full and instantaneous FXII activation; (ii) lack of C1Inh control. Model M2 predicted a 

faster occurrence of both PKK activation and HK cleavage than that observed in vitro, in 

addition to a delay between these processes (Fig. 2E). The application of DS to the plasma for 

ex vivo contact phase activation at 0°C (8) or 37°C resulted in simultaneous PKK and HK 

cleavages (Fig. S1). The 10 to 20 min delay observed for full PKK activation underlined the 

risk of oversimplification with model M2 when used for plasma activation, given that the 

effect of DS on FXII activation is not instantaneous.  

We were interested in determining whether local activation of the contact phase would 

lead to massive and near-complete HK cleavage, or if it could be prevented by C1Inh control. 

Model M3 was based on the following assumptions: ongoing FXIIa activation of PKK is 

neglected, as is partial local initial HK cleavage (see above). We therefore hypothesized an 

immediate and perfect dilution of an activated KK fraction in the total blood flow volume. 

Model M3 demonstrated that a significant 10% hypothetical activation of PKK led to a minor 

3% increase in HK cleavage (Fig. 2F).  

In conclusion, a locally produced and reasonable amount of KK is not believed to result 

in an immediate and complete plasmatic HK cleavage, and the M3 model has demonstrated 

that the kinetic constraints of C1Inh are efficient enough to control contact phase in blood 

flow. It is therefore pertinent to look for traces of contact phase activation by analyzing 

remaining zymogen PKK (14) or HK molecular species in the peripheral plasma, which is 

primarily sampled at a large distance from the affected tissue. 

Human plasma kininogen concentration differs between men and women 
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Native HK plasma concentration was evaluated by means of the semi-quantitative 

assay, as described above, and standard dilutions of purified HK protein using solely the 

measurement of N-HK (Fig. 3). Samples from healthy blood donors (25 men and 24 women) 

were analyzed. N-HK concentrations were measured at 10124 [91-99-118]mg/L for men and 

7230 [50-71-85]mg/L for women (meanstandard deviation [quartile 1-median-quartile 3]) 

(Fig. 4A-B and Tab. 3). These concentrations were higher than the 70-90mg/ml range found 

in previously reported data (26), though did prove more similar to an older study that reported 

a range of 69-116mg/ml (27). Differences in N-HH concentration between the genders were 

found to be highly significant (p <0.001, non parametric Wilcoxon test). 

Kininogen cleavage can be used for angioedema diagnostics in patients with normal 

C1Inh function 

In order to evaluate HK cleavage, the 56- and 45-kDa bands corresponding to LC-HK 

and cLC-HK were quantified and displayed as %C, which represented the ratio of (LC-HK + 

cLC-HK) to (N-HK + LC-HK + cLC-HK) (Fig.3). The %C was 139 [5-9-13]% for men and 

2114 [10-18-29]% for women (Fig. 4A-B and Tab. 3). Our analysis of three healthy donors 

revealed that neither a 2-day delay between blood sampling and plasma extraction at room 

temperature nor five plasma freeze-thaw cycles modified the distribution of HK molecular 

species (data not shown). 

We then proceeded to analyze a selection of confirmed AO-nC1Inh cases spread across 

both genders. N-HK concentration was reported at 4524 [30-39-55]mg/L for men and 2529 

[0-17-41]mg/L for women. The %C was 3319 [16-32-48]% for men and 6329 [45-68-90]% 

for women (Fig. 4A-B and Tab. 3). 

The correlation between N-HK concentration and %C was negative, with a low 

coefficient (Fig. 4C-D). This suggests that overall HK concentration (N- + LC- + cLC-HK) 

was not constant during the HK cleavage process, and that light chains were potentially 
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subjected to further degradation in plasma. We thus decided to base our description of the HK 

molecular species in patient plasma on both N-HK and %C values. The ROC analysis (23) 

(24) was performed in order to determine the thresholds of both parameters corresponding to 

maximum specificity plus sensitivity (Fig. S3A-D). The second best threshold was chosen 

where necessary in order to obtain a comparable threshold, specificity, and sensitivity 

between genders. While N-HK concentration was found to be a sensitive parameter (96% for 

men, 90% for women), %C was very specific to AO-nC1Inh (100% for men and 88% for 

women) (Tab. 3). Both parameters were plotted against the amidase activity of the samples 

(14) as indicators of active HK cleaving enzymes (Fig. S3E-H). The correlation was 

incomplete, leading to our conclusion that amidase activity provides information that is non-

redundant with HK concentration and cleavage. 

Application in AO 

In this study, we have performed HK evaluation in two other exemplary situations (Fig. 

5). HK cleavage was analyzed in nine samples from patients with C1Inh deficiency, four of 

which are displayed in Figure 5A. N-HK was not detectable in three out of four samples, with 

very low amounts reported in the fourth. HK cleavage was almost complete in these patient 

samples, with high amidase activity. Our HK cleavage analysis in this pathological condition 

was in line with data from Cicardi et al. (28), and congruent with amidase activity testing 

(14).  

Estrogen intake has been retained as a precipitating factor of AO, as demonstrated in a 

series of 18 women presenting with AO attacks while under estroprogestative oral 

contraception, then going into remission after stopping contraception (29). As an illustrative 

example, five samples from these previously investigated female patients while taking 

contraceptive pills have been displayed in Figure 5. The findings revealed that HK 

concentrations were restored after pill withdrawal in all these patients, as demonstrated by the 
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emergence of N-HK (from 0 to 65-114ng/µl). The %C decreased from 76-85 to 37-54%, 

though remained within the range found in AO conditions, demonstrating that these patients 

did not recover a level similar to blood donors with regard to contact phase. In this example, 

HK cleavage analysis provided pertinent information on the patients’ kinin status, which was 

not directly achievable through amidase activity measurement. As a result, we can attest that 

measuring the extent of HK cleavage represents a new tool for AO diagnostics and patient 

follow-up. 
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Discussion 

The kinetic parameters of HK cleavage by KK have previously been investigated only 

at 25°C (17). In order to more appropriately mimic physiological conditions, our experiments 

were performed at 37°C and included 50µM ZnCl2, due to its relevance in contact phase 

activation, such as PKK activation by PRCP at the endothelial cell surface (7). The KM and 

kcat values were found to be similar to those reported by Tayeh et al., at 25°C, suggesting that 

human KK activity displays some level of temperature tolerance. The activation of contact 

phase by DS at 0°C is a commonly used method (8) (14). This prompted us to perform 

experiments on ice, demonstrating effective KK kinetics using HK as substrate (only five 

times slower than at 37°C). This extended temperature tolerance is unusual for human 

enzymes. As a practical consequence, maintaining blood or plasma at 0-4°C is not an efficient 

means for preventing the contact phase activation. This type of cooling method even has a 

worsening effect on the process, given that contact phase control by the major inhibitors, 

serpins (30), is inefficient at 0-4°C (8). This feature supports the recommendation for blood 

sample shipments to be maintained at room temperature prior to contact phase analysis (14). 

In vitro observations revealing KK activation to be complete before HK cleavage 

prompted us to seek a theoretical explanation. Model M1 only considered two sequential 

Michaelian enzymatic reactions (R1 and R2) and failed to replicate the delay between KK 

activation and HK cleavage. Model M2 provided simulation curves consistent with 

experimental data, with a model design based on HK cleavage only within KK-HK 

complexes, enabling the sequestration of both KK in R5 reaction and N-HK in R6 reaction 

(Tab. 1). R7 reaction was included solely for symmetry reasons and its contribution was 

marginal. Model M2 could, however, prove partially consistent with current knowledge of 

KK, with kon and koff values being calculated under the hypothesis that the association 

between HK light chain and KK heavy chain represents the Michaelian enzyme-substrate 
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intermediate. Moreover, the inhibition of this contact, caused by an excess of PKK or 

synthetic peptide, did not completely inhibit HK cleavage while lowering its Vmax by no more 

than 60% (17). A possible interpretation is that KK also cleaves the HK molecule associated 

with another ligand. We opted not to consider this alternative cleavage, given that (i) its 

mechanism was not fully described (17) and (ii) a model modified according to this factor 

might be indiscriminable from M2 by the precision of densitometry analyses in 

immunoblotting signals. In addition, with regards to alternative mechanisms of HK cleavage, 

we did not detect the previously reported non-enzymatic cleavage of HK by PKK (31), with 

our assays performed using a 300-fold higher protein concentration, a Zn-containing buffer, 

and other preparations of purified proteins. Even so, model M2 is yet relevant to the 

experimental data in its capacity to provide evidence of the KK-HK association representing a 

critical intermediate in the HK cleavage process. 

In order to better understand contact phase activation, model M2 could be improved in 

terms of four primary criteria. The first one is to explain the discrepancy between the 

simulation described in Figure 2E and plasma activation by DS (Fig. 1S). This could be 

achieved by including the positive feedback loop between KK and FXIIa, as this reciprocal 

activation is 2,000 times faster than autoactivation (11). Furthermore, DS has a great impact 

on this reciprocal activation (32), yet a lesser one on HK cleavage by KK (17), and the 

kinetics of PKK activation by FXIIa at 0°C are not yet known. To evaluate the latter, 

simulations of model M2 with a 5 times slower kcat (Tab. 2S) resulted in KK activation within 

11 min, whereas the experimental time was 5 min (Fig. 1). The actual kcat value of FXIIa at 

0°C would therefore fall between the values observed at 37°C and 5 times less. This suggests 

that FXIIa would be more cold insensitive than KK. Secondly, plasma kinetic studies should 

definitely consider the control of all contact phase proteases by C1Inh. Model M3 focused on 

C1Inh inhibition of KK in order to simulate the interactions between KK, C1Inh, and HK. 

The 10% activation of PKK into KK corresponded to the maximum amidase activity observed 
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in routine AO diagnostics (14). Model M3 predicted KK inactivation within 2 min in the 

context of normal C1Inh control. The constitutive amidase activity of patient plasma must be 

accounted for by using an improved model that includes the progressive loss of functional 

C1Inh, along with the ongoing contact phase activation in capillaries (14). Thirdly, models 

M2 and M3 were developed using the law of mass action, more relevant to in vitro testing and 

some pathological conditions of contact phase activation, such as the amniotic embolism 

described by Adam et al. (33). In most scenarios, this activation takes place at the capillary 

endothelium under the following conditions: (i) the endothelium surface:plasma volume ratio 

is high; (ii) FXII, PKK, and HK display binding sites on endothelial cells (30); (iii) 

endothelial membrane-bound enzymes such as PRCP or the endothelial release of HSP90 can 

also activate PKK with a KD value that is in the nanomolar range (6)(7). These conditions 

should be considered for developing a model of the initial contact phase activation. For a 

fourth improvement, models M2 and M3 could be no more synchronized, with another trigger 

than an initial and evenly distributed concentration of FXIIa (model M2) or KK (model M3). 

As already described ((16) and Fig. 1), HK cleavage results in more cLC-HK than LC-HK. Of 

the nearly 200 plasma samples investigated, only two displayed a cLC-HK:LC-HK ratio 

above 1 (data not shown). Faced with these rare observations, we can suggest two 

complementary explanations: (i) plasmatic degradation of cLC-HK; (ii) PKK activation and 

HK cleavage potentially being a continuous process as blood flows through capillaries. 

Considering these four possible improvements, a conclusion can be drawn that M2 and M3 

models are relevant to HK cleavage after initial activation of contact phase. In this context, a 

small proportion of PPK activation was found not to be sufficient to completely cleave HK, 

with HK cleavage occurring after a near-equimolar activation of PKK into KK. 

It is established that BK and its metabolite desArg9-BK displayed a very short half-life 

in plasma (2710 sec for BK) (13). In contrast, HK exhibited a very long regeneration time 

(33), and its cleavage was found to be considerably shorter (Fig. 2E-F). HK cleavage can 
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therefore be considered the best indicator of BK release and thus the most relevant evidence 

of AO pathology. Differences in HK concentrations between men and women were not 

reported by Adam et al. (27). The following explanations can be proposed for this: (i) Adam 

et al. radio-immunoassays measured all HK species, and we quantified only N-HK species; 

(ii) the two reference populations (female donors in 1980 and in 2000) could potentially differ 

not in terms of age distribution (498.6 vs. 45.812.9 years, respectively) but rather in oral 

contraception methods. This latter point was suggested by the relevance of estrogen intake for 

AO pathological susceptibility ((29) and Fig. 5). 

Our study’s assay was appropriate for investigating patient plasma HK, which holds 

clinical phenotypes that are uncommon or difficult to differentiate from other pathologies, 

such as AO-nC1Inh. In this type of complementary assay, specificity should be favored over 

sensitivity (34). We fixed the thresholds of HK cleavage and HK concentration referring to 

established cases of AO-nC1Inh. Using ROC curves to maximize both specificity and 

sensitivity, we found thresholds with highly demonstrative 100% and 88% specificity values 

for men and women, respectively (Table 3).  

The quantification of HK cleavage products upon immunoblot provided us with a direct 

indication of BK production, constituting a great advantage to the problematical kinin assay, 

given the short half-life of BK and desArg9-BK (13). Our mathematical model demonstrated 

that HK cleavage followed PKK activation. HK cleavage also indicated, therefore, that either 

a comparable amount of PKK has been activated, or that some hypotheses of our model, such 

as with normal C1Inh function, should be reconsidered for this patient.  

The application of this testing complements the amidase activity assay (14) and 

reinforces its usefulness and potential for application in AO diagnostics. More importantly, 

measuring HK cleavage should aid the physician in producing clear evidence of significant 

kinin production in suspected AO cases.  
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Tables 

Table 1: enzymatic reactions and mathematical expression  

The first model (M1) was developed under the assumption that HK cleavage is independent of 

bound KK. It included R1, the enzymatic transformation of zymogen PKK into active KK by 

FXIIa, and R2, the enzymatic cleavage of N-HK into a light chain, a heavy chain, and BK (the 

latter two are not mentioned in the table).  

The second model (M2) was designed on the premise that HK is cleaved only by bound KK. 

It included R1 and substituted R2 by R3 to R7 Reactions. According to Tayeh et al.(17), N-

HK cleavage by KK is impaired when association between both molecules is inhibited. We 

assumed that cleavage could only occur after an association was established between the N-

HK light chain domain and KK heavy chain (named the KK#N-HK complex).  

R8 was substituted by R1 in a third model (M3) in order to quantify C1Inh inhibition of KK-

mediated HK cleavage.  

C-HK refers to cleaved HK light chains (both LC-HK and cLC-HK), X° means unbound X 

protein, while X#Y means bound X and Y proteins. Other abbreviations are as defined in the 

main body of the text. (a): from (11), considered independent of temperature; (b): from (19) and 

the Material and Method section. (c): from (35). M1, M2, and M3 columns recapitulate 

reactions included in the corresponding mode. 
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Reaction Chemical or enzymatic reaction Mathematical expression of the kinetics Constants M1 M2 M3 

R1 FXIIa + PKK FXIIa#PKK  FXIIa + KK 
d[KK]/dt = kcat1 [FXIIa] [PKK]/ 

([PKK]+KM1) 

kcat1= 1.03s-1 

KM1 = 1.8  10-6M (a) 
X X  

R2 KK + N-HK  KK#N-HK  KK + C-HK d[C-HK]/dt = keff2 [KK] [N-HK] 
keff 2 = kcat /KM,  

kcat and KM: cf Tab. 2 
X   

R3 KK° + N-HK°  KK#N-HK 

d[KK#N-HK]/dt = kon [KK°] [N-HK°] 

-koff [KK#N-HK] 

kon = kcat /(KM-KD) 

koff = kcat KD/(KM-KD) 

KD=16nM (b) 

 X X 

R4 KK#N-HK  KK#C-HK d[KK#C-HK]/dt = kcat [KK#N-HK]  kcat and KM: cf Tab. 2  X X 

R5 KK° + C-HK°  KK#C-HK 

d[KK#C-HK]/dt = kon [KK°] [C-HK°] 

-koff [KK#C-HK] 
as for R3  X X 

R6 PKK° + N-HK°  PKK#N-HK 

d[PKK#N-HK]/dt = kon [PKK°] [N-HK°] 

-koff [PKK#N-HK] 
as for R3  X X 

R7 PKK° + C-HK°  PKK#C-HK 

d[PKK#C-HK]/dt = kon [PKK°] [N-HK°] 

-koff [PKK#C-HK] 
as for R3  X X 

R8 KK + C1Inh  KK#C1Inh d[KK#C1Inh]/dt = kinh [KK] [C1Inh] kinh= 2.55  104M-1s-1 (c)   X 
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Table 2: Kinetic constants for HK cleavage by KK 

Results are expressed as the mean  standard error to the mean of three independent assays. (a) 

from Tayeh et al.(17) 

 

Temperature 

(°C) 

kcat  

(s-1) 

KM  

(M) 

0 1.330.20  10-1 6.720.87  10-7 

25 (a) 6.30.2  10-1 1.380.12  10-6 

37 6.371.39  10-1 1.090.11  10-6 
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Table 3: N-HK plasma concentration and cleavage of HK in blood donor and AO-nC1Inh 

patient plasma 

Plasmatic values from blood donors and angioedema (AO-nC1Inh) patients were reported as 

meanstandard deviation, square brackets hold [first- median-third quartile], n is the number 

of plasma included in the study. The thresholds were chosen to provide (a) maximum 

sensitivity (SE) + specificity (SP), or (b) second best maximum with values comparable to the 

other gender 

 

 Blood donors AO patients 
Threshold 

sensitivity; specificity 

Men, N-HK 

(ng/µL) 

101  24 

[91-99-118] 

n=25 

45  24 

[30-39-55] 

n=25 

<85 (a) 

SE 96%; SP 76% 

Men, %C of HK 

(%) 

13  9 

[5-9-13] 

n=25 

33  19 

[16-32-48] 

n=25 

>34 (b) 

SE 44%; SP 100% 

Women, N-HK 

(ng/µL) 

72  30 

[50-71-85] 

n=24 

25  29 

[0-17-41] 

n=31 

<65 (b) 

SE 90%; SP 54% 

Women, %C of HK 

(%) 

21  15 

[10-18-29] 

n=24 

63  29 

[45-68-90] 

n=31 

>40 (a) 

SE 80%; SP 88% 
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Table S1: If HK is cleaved only by bound KK, N-HK would be totally cleaved only after 

complete PKK activation  

This table presents the mathematical estimation of the time required to cleave 90% of PKK 

and N-HK, using the two mathematical models described in Table 1. The first model (M1) 

was designed under the assumption that HK cleavage is independent of bound KK. It failed to 

reproduce the delay shown in Figure 1. The results obtained with plasmatic concentrations 

were also not compliant with the DS activation displayed in Figure S1.  

The second model (M2) took the assumption that HK is cleaved only by bound KK, with a 

prior association between KK and N-HK. This model reproduced the delay between PKK 

activation and N-HK cleavage, which was found to be relatively independent of initial N-HK 

concentration, with an N-HK:KK ratio between 1 and 2 providing the minimum delay. At 

0°C, this delay was still simulated if we used a 5 times slower kinetic for FXIIa than that used 

at 37°C. Simulations with M2 and plasmatic concentration failed to reproduce assays on DS-

activated plasma, especially pertaining to KK activation. This model did not account for DS 

modifying FXIIa kinetics, DS assay not commencing with fully activated FXIIa, and the 

positive feedback loop of KK-mediated activation of FXIIa. Nevertheless, this simulation 

confirmed that N-HK complete cleavage never occurred prior to complete KK activation, 

regardless of which concentration was used.  

The in vitro concentrations are those we used with recombinant protein assays, while the 

plasmatic ones are for a purely theoretical activation with all FXII in the form of FXIIa. In our 

assay with DS-activated plasma (Fig. S1), the latter was diluted twice. Temperature was taken 

into account only in terms of the kinetic constants of kcat and KM of KK (Tab. 2). (a): kcat value 

for FXIIa-mediated activation of PKK at 0°C was estimated at 5 times less its value at 37°C. 

Other changes in the simulations have been indicated. 
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Model Concentrations Temperature 
Conditions 

(if different from Materials and 
Methods) 

Time (in s) 
for 90% 

PKK 
activation 

Time (in s) 
for 90% 
N-HK 

cleavage 

Delay ratio 
(N-HK time 
:PKK time) 

M1 (R1, R2) 

HK cleavage 
independent 
of bound 
HK#KK 

in vitro 
0°C  134 126 0.94 

37°C  134 63 0.47 

plasma 

0°C 
 12 45 3.85 

1/2 dilution for DS activation 22 78 3.49 

37°C 
 12 17 1.46 

1/2 dilution for DS activation 22 31 1.39 

M2 (R1, R3, 
R4, R5, R6, 
R7) 

HK cleavage 
only within 
bound 
HK#KK 

in vitro 

0°C 

lower [N-HK]: 10-7M 134 610 4.57 

 134 481 3.60 

higher [N-HK]: 210-7M 134 468 3.51 

higher [N-HK]: 310-7M 134 630 4.72 

lower kcat for FXIIa (a)  669 832 1.24 

37°C 

lower [N-HK]: 10-7M 134 255 1.91 

 134 228 1.71 

higher [N-HK]: 210-7M 134 228 1.70 

higher [N-HK]: 310-7M 134 279 2.08 

plasma 

0°C 

 12 405 35.19 

1/2 dilution for DS activation 22 492 22.21 

1/2 dilution for DS activation, 

lower kcat for FXIIa (a) 112 565 5.03 

37°C 
 12 143 12.26 

1/2 dilution for DS activation 22 177 7.92 



 

 

Figures and legends 

Figure 1: PKK activation is faster than N-HK cleavage in vitro, at 0°C and 37°C 

We incubated 0.3pmol of FXIIa and 1.2pmol of PKK and N-HK at 0°C (A,B) or 37°C (C,D) 

for the indicated times in minutes (from 0 to 30 min). The reactions were interrupted by SDS 

and the samples were boiled then subjected to SDS-PAGE. Immunorevelation with an anti-

PKK antibody revealed PKK activation by FXIIa to be fast and complete within 5 min at 0°C 

(A) and 1 min at 37°C (C). An anti-HK light chain antibody revealed complete cleavage 

within 30 min at 0°C (B) and 10 min at 37°C (D). NC: no contact between FXIIa and PKK; 

PKK: prekallikrein; KK: kallikrein; N-HK: native chain of high molecular weight kininogen 

(HK); LC-HK: light chain of HK; cLC-HK: cleaved light chain of HK  

 



 

 

 

Figure 2: KK activation is faster than N-HK cleavage 

AB: Mathematical simulation of FXIIa, PKK and HK incubation at 0°C (A) and 37°C (B) 

assuming that HK is cleaved only by bound KK, and that the KK and N-HK association 

represents the real enzyme-substrate Michaelian complex (Model M2). This model 

reproduced the delay between PKK activation and N-HK cleavage, as well as displaying 

comparable values to the semi-quantitative assay. CD: Quantification of Figure 1 

demonstrating all PKK to be activated before all N-HK is cleaved, at both 0°C (C) and 37°C 

(D). E: Extrapolation of the model to a hypothetical complete FXIIa activation in plasma, also 

predicting that KK is activated prior to complete N-HK cleavage. F: Mathematical simulation 

of a significant KK activation controlled by C1Inh. If 10% of all PKK were activated into 

active KK by a local angioedema, less than 3% of the remaining N-HK would be cleaved 

before all KK was inactivated by C1Inh. The reciprocal action of KK and FXIIa was not 

calculated, and the influence of the 0-10% HK concomitantly activated with KK was 

neglected  



 

 

 



 

 

 

Figure 3: quantification of HK molecular species in human plasma  

Human purified HK and 1µl of plasma from blood donors (BD) and AO-nC1Inh patients 

(AO) were subjected to SDS-PAGE, and detected using a peroxidase-conjugated anti-light 

chain HK polyclonal antibody. The signal was quantified and %C defined as (LC-HK + cLC-

HK / N-HK + LC-HK + cLC-HK) 

 

AB: sample gel analysis of control and AO plasma. CD: titration curve of N-HK in the gel 

displayed in AB, respectively. EF: N-HK plasmatic concentration and %C  

 

 

Figure 4: HK molecular species in healthy blood donors and AO-nC1Inh patients 



 

 

A: distribution of N-HK concentration in male and female blood donor (BD, n=25 for men, 

n=24 for women) and angioedema patient (AO; n=25 for men, n=31 for women) plasma. B: 

same as A in terms of the percentage of cleavage (%C) of HK. CD: N-HK and %C of HK 

were poorly correlated in both men (C) and women (D). Vertical and horizontal bars represent 

the thresholds indicated in Table 3; r: coefficient of correlation; : BD, blood donor plasma; 

: AO, plasma from AO-nC1Inh patients; *: p <0.05, **: p <0.01, ***: p <0.001 (Wilcoxon 

sign rank test) 

 



 

 

Figure 5: HK cleavage analysis in AO patients 

A: HK was also cleaved in four AO patients (AO1 to 4) with deficiency in C1Inh levels. One 

µl of each citrated plasma was subjected to PAGE and immunoblot using polyclonal antibody 

against HK light chain, together with normal blood donor (BD1) plasma and known amounts 

of purified HK (from 6.5 to 130ng per lane). N-HK is the main HK molecular species in 

blood donor plasma, and was not detectable in three out of four AO patients. The cLC-HK 

was the main HK molecular species detected in AO plasma, and was present in very low 

quantities. B: densitometric analysis of A and corresponding plasma amidase activity. For 

these patients, HK cleavage analysis provided no additional information, yet instead 

confirmed the interest of using amidase activity as a routine test. C: titration curve of gel 

displayed in A. Densitometric quantifications of N-HK bands were plotted against the 

quantity of HK loaded on gel. D: plasma samples from five female (number 1-5) patients 

presenting with AO attacks under estrogen therapy (E) and exhibiting remission 2 months 

after stopping (S) estrogen therapy were subjected to immunoblot using polyclonal antibody 

against HK light chain. HK was totally cleaved while under estrogen therapy, and was 

partially restored 2 months after stopping therapy. E: quantification of A together with 

spontaneous amidase activity (14). While these patients did not display any more AO attacks 

after stopping estrogen therapy, the plasmatic parameters were improved though not fully 

restored to normal values. Normal values are underlined, N-HK concentration <6.5ng/µl 

(lowest point of titration curves) was considered as 0. The two titration curves of the two gels 

displayed in D are not shown  

 



 

 

Figure S1: Dextran sulfate plasma activation differs from in vitro PKK activation by FXIIa 

Normal human plasma was diluted in the same buffer volume (without DS in A, C) or the 

same dextran sulfate volume (DS) (with DS in B, D) at 0°C (A, B) or 37°C (C, D). Samples 

taken prior to dilution (NC) or after 1 to 30 min were subjected to SDS-PAGE. Without DS, 

high molecular weight kininogen (HK), prekallikrein (PKK), and C1 Inhibitor (C1Inh) were 

stable. DS incubation led to a simultaneous PKK activation into kallikrein (KK), as well as 

native HK (N-HK) cleavage into light (CL-HK and cLC-HK) chain, heavy chain, and 

bradykinin, in contrast with in vitro PKK activation by FXIIa. Protease-conjugated C1Inh 

(Prot-C1Inh) only appeared after 37°C incubation, but not at 0°C 

 

 

Figure S2: Kinetic constant determination of plasma kallikrein against its natural substrate 



 

 

A, B: 570nM of high molecular weight kininogen (HK) was mixed with either 35nM (A) 

kallikrein (KK) at 0°C (A) or 17.5nM KK at 37°C (B), the reaction was stopped immediately 

after mixing (T0) or after a 1 or 2 min period (T1 and T2). Samples corresponding to 200-

250ng (depending on initial conditions) were loaded into SDS-PAGE. Control samples were 

taken before mixing, with C representing the equivalent amount of analyzed samples and 2C, 

C/2, C/4, and C/8 their fractions. C, D: titration curves of N-HK respectively loaded in A and 

B gels following immunorevelation with a peroxidase-conjugated anti-HK light chain 

polyclonal antibody. E, F: five experiments were conducted under the same conditions 

outlined above, except with a different substrate concentration, with initial reaction velocity 

plotted against HK concentration. This figure presents the non-linear regression curves 

calculated by iterations produced by means of Excel® software in order to determine kcat and 

KM. These experiments were repeated twice (n=3) in order to produce the data presented in 

Table 2. 



 

 

 

 

 

Figure S3: Plasmatic N-HK concentration and %C threshold determination and correlation to 

amidase activity 



 

 

A, B, C, D: Threshold determination using ROC curve analysis. Thresholds were fixed for all 

possible values of the corresponding parameters (N-HH concentration in A and C, %C of HK 

in B and D), with the corresponding specificity and sensitivity independently plotted for men 

(A, B) and women (C, D). The threshold maximizing specificity + specificity was represented 

by the dot furthest removed from the diagonal, as pinpointed by the arrow. The dotted arrow 

indicates the second best choice, retained in order to ensure comparable values of threshold, 

sensitivity, and specificity for both genders  

E, F, G, H: N-HK and %C of HK in plasma poorly correlated to amidase activity. All three 

parameters potentially are applicable for investigating contact phase activation in plasma. : 

BD, blood donor plasma; : AO, plasma from AO-nC1Inh patients. 
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Discussion générale

La première définition de l’AOH a associé cette pathologie au déficit pour C1Inh, 

orientant la pathologie pendant de nombreuses années vers une anomalie du complément. 

Bien que le rôle de KK ait été identifié en 1980 [179] et que l’AOH avec fonction normale de 

C1Inh ait été décrit en 1986 [160], la pathologie reste dans la sphère du complément. Pour 

illustration, l’article du groupe Hongrois, datant de 2013, qui présente le rôle de l’activation 

de la voie des lectines et de la voie classique du complément dans l’AOH-C1Inh [180]. Ce 

n’est qu’en 2006 avec l’identification de la première mutation causale pour l’AOH-nC1Inh 

sur le gène F12 avec la définition du gain-de-fonction [93] que la maladie se réoriente vers 

une anomalie de la phase contact. Cette nouvelle approche de l’AOH demande un effort 

pédagogique pour convertir le monde médical. C’est pourquoi nous avons rédigé deux revue 

l’une sur l’activation de la phase contact chez les sujets ayant un AOH-nC1Inh et l’autre sur 

l’icatibant, un nouveau médicament spécifique de l’AO à kinine. 

La perméabilité endothéliale excessive à l’origine des AO est la conséquence de 

l’accumulation des kinines (BK et desArg9-BK) sur l’endothélium vasculaire [181][182]. La 

production des kinines est issue de l’activation de la phase contact, classiquement décrite par 

l’action de FXIIa sur pKK, le clivage de HK par KK, événement sous le contrôle de C1Inh. 

Mais les facteurs déclencheurs de la phase contact sont mal compris. C’est pourquoi cette 

revue de la littérature reprend le phénomène d’activation de la phase contact, en particulier 

chez les sujets présentant un AOH-nC1Inh. Il est important de considérer que les enzymes 

impliquées dans la production des kinines circulent dans le plasma sous formes de 

proenzymes (inactives) et que la transformation de la forme proenzyme à la forme enzyme 

(active) est un événement déterminant pour la production des kinines. Cette revue fait le point 

sur les constituants du système kallicréine-kinine, la biosynthèse des constituants, les 

structures moléculaires, les récepteurs, les activateurs et les contrôles. Ce qui conduit à 
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développer la question des relations entre les zymogènes, les facteurs déclencheurs des crises 

et l’évolution sous forme de poussées de la maladie.  

Le postulat de l’AOH comme maladie multifactorielle est émis en appui sur la 

variabilité de la pénétrance observée au sein des familles affectées par l’AOH. Avec 

l’observation de paramètres aggravants (e.g. susceptibilité d’activation de la phase contact, 

défaut des systèmes de contrôle) mais aussi protecteurs (e.g. activité du catabolisme des 

kinines), la conjugaison de ces phénotypes biologiques confère à chaque individu la capacité 

de résister à, ou de développer la maladie. Cette hypothèse s’appuie sur la démonstration de 

Råberg au sujet de la résistance ou la tolérance d’un hôte à une infection parasitaire (Figure 

31) [183]. 

 

Figure 31 : Schéma montrant les réactions possibles de deux génotypes (ligne et 

pointillé) pour la sévérité d’une pathologie [135]. 

A : Les deux génotypes expriment la même tolérance (pente de la droite) mais des résistances 

différentes (le génotype pointillé est moins résistant). B : Les deux génotypes expriment la 

même résistance mais ont une tolérance différente (le phénotype trait plein est moins 

tolérant). C : Les deux génotypes sont différents pour leur tolérance et leur résistance (le 

phénotype trait pointillé est moins résistant mais plus tolérant). Ces différences de phénotype 

clinique pour une même espèce animale sont le reflet de phénomènes multifactoriels, tels 

qu’ils sont rencontrés dans l’AO. Adapté de Råberg et al. [183]. 

La seconde revue décrit les caractéristiques, du nouveau médicament Icatibant, 

Firazyr®, dans le système interconnecté des kinines. Il s’agit d’un antagoniste de RB2, 

disponible depuis 2007 pour le traitement des crises d’AOH-C1Inh. Sont rappelés les résultats 
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des différents essais précliniques et cliniques concernant l’icatibant, mettant en évidence 

différentes propriétés ou questions concernant ce médicament.  

En premier lieu, est exposée la difficulté des essais précliniques pour l’étude du système 

kallicréine-kinine sur des modèles animaux. Par exemple, la restriction de certains modèles 

comme celui de l’aorte de lapin qui n’exprime que le RB1 ou alors le modèle murin qui 

possède un contrôle de l’activation de la kininoformation trois fois plus efficace que les 

contrôles humains et est donc peu sensible à l’activation de la kininoformation. Pour ce qui 

relève du système kallicréine-kinine, on comprend la difficulté de transposer à l’humain les 

données acquises chez l’animal.  

 

Figure 32 : Effets indésirables associés à l’application de l’icatibant. 

A : réaction locale au site d’injection (œdème, prurit, douleur ou érythème). B : Effet rebond : 

aggravation ou une récurrence de la crise d’AO dans les 48 h suivant l’administration du 

médicament. 
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En second lieu, l’accent est mis sur les effets indésirables associés à la prise de ce 

médicament et leurs mécanismes. Le plus fréquent des effets indésirables est un effet local 

(œdème, prurit, douleur ou érythème, Figure 32, A) au niveau du site d’injection qui serait 

associé à un effet agoniste sur les mastocytes cutanés de l’icatibant quand il est appliqué à 

forte dose [84]. La forte concentration d’icatibant présente au niveau du site d’injection 

induirait la dégranulation des mastocytes et la libération d’histamine responsable de la 

réaction cutanée [184]. Le second effet est une aggravation ou une récurrence de la crise 

d’AO dans les 48h suivant la première administration (appelé « effet rebond », Figure 32, B), 

affectant 11 à 25 % des crises traitées par l’icatibant [185][186][187]. Cet effet pourrait être le 

résultat (1) d’un effet agoniste partiel de la molécule ou (2) de la conversion de BK déplacée 

de RB2 en desArg9-BK pouvant alors interagir avec RB1. Cependant, les données concernant 

l’effet de l’icatibant sur le déplacement de BK et le devenir de BK déplacée sont manquantes. 

De même l’interaction de l’icatibant avec KD n’apparait pas dans la littérature. 

Troisièmement, la question est posée de la posologie de l’icatibant et de la comparer à 

la quantité de BK libérée lors d’une crise. Le clivage complet de HK chez un individu 

libérerait 1 µmol de BK, alors que l’application d’une seule dose d’icatibant distribue 23 

µmol de médicament, représentant un large excédent pour l’icatibant. Nous avons déjà évoqué 

l’hypothèse d’une activité agoniste partielle de la molécule. La forte dose d’icatibant 

appliquée pourrait être en faveur de l’implication de cette propriété agoniste partielle dans la 

survenue des effets indésirables notamment l’effet rebond. Et nous posons la question de 

l’impact d’une diminution de la posologie sur (1) l’efficacité du médicament et (2) la 

survenue des effets indésirables. 

L’utilisation des antagonistes de RB2, dont icatibant, est envisagée dans le cadre des 

traitements des douleurs neuropathiques [171], de la maladie d’Alzheimer [172], des 

septicémies [173], des traumatismes crâniens [88], de la goutte [174], de la pancréatite [175], 

de l’ischémie [167], de l’asthme [170] et des rhinites [169] (Figure 30). Mais avant d’élargir 
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de l’AOH ces applications, des réponses aux questions développées en amont doivent être 

apportées. De même la pathologie de l’AOH ne doit se comprendre par la seule accumulation 

de BK sur l’endothélium vasculaire. Les responsabilités des récepteurs B1 et B2, des enzymes 

de la kininoformation et leurs contrôles ainsi que les enzymes du catabolisme et les autres 

kinines actives ne doivent pas être sous-estimés. 

Que ce soit pour des essais thérapeutiques ou la mise en place de marqueurs diagnostics, 

la réussite des essais sur des cohortes de patients affectées par l’AOH repose sur une 

définition précise et homogène des groupes soumis à l’étude. A la recherche de facteurs 

explicatifs de la variabilité de la pénétrance et de la sévérité des phénotypes de l’AOH-

nC1Inh, nous avons choisi d’étudier les familles dont au moins un membre est porteur de la 

mutation c.983A>C du gène F12. Cette étude (contrairement à d’autres [176]) identifie des 

facteurs de sévérité car elle s’appuie sur une définition restrictive de la population avec 

l’avantage d’inclure un nombre important de sujets (40 familles soit n=176, dont 118 sont 

porteurs de la mutation et 58 individus apparentés non porteurs). La participation à l’étude de 

200 donneurs sains permet de s’affranchir de l’influence des facteurs de susceptibilités 

familiaux partagés entre les porteurs de la mutation et les sujets apparentés.  

Les résultats obtenus au cours de cette étude sont en accord avec des travaux antérieurs 

du laboratoire qui montrent que la sévérité des crises dépend de l’équilibre entre production, 

contrôle de la production et catabolisme des kinines. Néanmoins ces deux études se 

différencient au niveau des facteurs modificateurs identifiés [104]. Cette différence peut être 

expliquée par le fait que les populations étudiées sont affectées par des mutations sur des 

gènes différents. En effet, la première étude en 2008, concerne une population AOH-C1Inh et 

identifie l’activité APP comme facteur modificateur du phénotype clinique [104]. La présente 

étude porte sur des sujets se présentant avec un AOH-FXII et identifie les activités amidase 

spontanée, ECA et CPN comme facteurs modificateurs du phénotype. Ces résultats, bien que 

différents, soutiennent deux hypothèses similaires : (1) la capacité de dégradation des kinines 
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est un facteur primordial pour l’accumulation des kinines et la sévérité des crises ; (2) l’AOH 

est une maladie multifactorielle illustrée par la variabilité de pénétrance et la variabilité du 

phénotype clinique observée au sein d’une même famille. La présence de la maladie est 

déterminée par le portage de la mutation mais l’expression du phénotype est modulée par des 

facteurs protecteurs ou aggravants. 

La spécificité d’action des enzymes APP, CPN et ECA sur le catabolisme des kinines 

BK et desArg9-BK doit être discutée. Les enzymes ECA et CPN sont principalement 

impliquées dans le catabolisme de BK, alors que l’APP est principalement impliquée dans le 

catabolisme de desArg9-BK (Figure 12). On peut alors émettre l’hypothèse que dans les deux 

formes d’AOH considérées, avec déficit pour C1Inh ou avec mutation sur le gène F12, BK et 

desArg9-BK et leurs récepteurs respectifs RB2 et RB1, ne présentent pas la même importance 

pour la pathologie. BK et RB2 semblent essentiels pour l’AOH-FXII alors que desArg9-BK et 

RB1 semblent majoritairement impliqués dans l’AOH-C1Inh. Ces considérations pourraient 

présenter des impacts important concernant les facteurs déclencheurs des crises et les prises 

en charge thérapeutiques. Par exemple, ces données suggèrent que l’application de l’icatibant 

antagoniste de RB2 serait justifiée pour le traitement des crises d’AO chez les sujets affectés 

par un AOH-FXII, alors que pour l’instant l’AMM ne concerne pas cette population. De 

même l’induction du RB1 pourrait être un phénomène déclencheur des crises chez les sujets 

AOH-C1Inh. 

La description de la première famille porteuse de deux mutations causales pour l’AOH, 

l’une sur le gène F12 et l’autre sur SERPING1, présente la pathologie associée avec un 

facteur de risque pour une maladie sévère, la faible activité CPN. Ceci illustre encore le 

caractère multifactoriel de l’AO. La forte sévérité des phénotypes cliniques observés au sein 

de cette famille (apparition des crises avant l’âge de 12 ans associée à une fréquence élevée 

des attaques) est en cohérence avec l’accumulation des facteurs déterminants pour l’AO. De 



 

147 / 173 

plus la coexistence, chez un même sujet de ces deux anomalies, suggère que la prévalence de 

la mutation sur le gène F12 n’est pas aussi rare que ce qui avait été postulé. 

L’absence de paramètres biologiques communément utilisés pour le diagnostic de 

l’AOH-nC1Inh rend délicat le diagnostic de cette maladie. En l’absence de mutation sur les 

gènes F12 et SERPING1, il est nécessaire de mettre des marqueurs biologiques au service des 

praticiens pour établir le diagnostic d’AO-nC1Inh.  

Depuis 2007 et l’ouverture du laboratoire d’exploration de l’AO, la mesure de l’activité 

amidase spontanée du plasma et l’activité des proenzymes sont des tests disponibles pour le 

suivi de l’AOH-nC1Inh avec l’appréciation de la capacité à produire des kinines.  

L’analyse des données accumulées montrent que l’activité amidase spontanée du 

plasma est constamment augmentée chez les sujets ayant un déficit pour C1Inh (AOh-C1Inh 

ou AAE) due au défaut de contrôle de la phase contact associé à ce déficit. Ces situations de 

forte activité amidase spontanée sont associées à une consommation des proenzymes révélant 

l’activation profonde et durable du système. L’augmentation de l’activité amidase est 

cependant transitoire, observable lors de la période de crise, chez les sujets avec un AOH-

nC1Inh. Ce qui suggère que FXII ou d’autres protéases de la phase contact sont 

transitoirement activées en excès, soit par une susceptibilité à l’activation, soit par 

échappement aux contrôles. L’augmentation de l’activité amidase étant moins vigoureuse 

dans ces situations, elle ne s’associe pas à la diminution des proenzymes.  

L’intérêt d’utiliser l’activité amidase du plasma comme révélateur de l’activité de 

kininoformation est démontrée par l’association des fortes activités amidases au clivage de 

HK mesurée par immunoblot anti-HK et donc à la libération de BK.  

Les bonnes performances analytiques (sensibilité, spécificité) de ce test ainsi que 

l’association des données enzymatiques aux données de l’immunoblot démontrent l’intérêt de 

la mesure de l’activité amidase spontanée et de la réserve des proenzymes en situation de crise 
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lorsque le diagnostic d’AOH-nC1Inh est évoqué. Néanmoins, les contraintes pré-analytiques 

de ce test sont fortes (délais d’acheminement, température de transport, dilution de 

l’anticoagulant), et doivent être impérativement respectées car l’auto-activation des enzymes 

est un paramètre confondant sensible. Parmi les paramètres confondant, la prise de certains 

médicaments, pilule œstroprogestative et acide tranexamique, a été étudiée pour son impact 

sur l’activité amidase. Les œstrogènes sont des facteurs inducteurs reconnus pour l’AOH, 

néanmoins les mécanismes au travers desquels certaines femmes développent des AO en 

réponse aux fortes concentrations oestrogéniques sont mal compris mais en cohérence avec 

l’observation d’une augmentation de l’activité amidase spontanée du plasma sous l’influence 

des œstrogènes chez les femmes qui ont développé un AO. De façon importante cette 

augmentation n’est pas observée chez des sujets sains prenant une contraception 

œstroprogestative. L’activité amidase spontanée se normalise après quelques mois de sevrage 

du médicament. Ceci évoque une susceptibilité de certains sujets pour l’effet inducteur des 

œstrogènes sur la kininoformation. Par conséquent lorsque les œstrogènes sont suspectés pour 

être un élément favorisant la survenue des crises d’AO, il est utile de mesurer l’activité 

amidase spontanée en présence de l’inducteur puis de contrôler la normalisation de cette 

activité après 2 à 3 mois de sevrage. D’autre part l’acide tranexamique est utilisé pour le 

traitement des AO et ses propriétés inhibitrices de la kininoformation, aussi l’impact de cette 

thérapeutique sur l’activité amidase spontanée du plasma a été évalué. En effet l’acide 

tranexamique masque in vitro l’augmentation de l’activité amidase, le recueil des échantillons 

pour la mesure de l’activité amidase spontanée doit donc être effectué avant la prise de cette 

thérapeutique. 

L’objectif de cette étude était aussi de faire la distinction entre l’AOH et d’autres 

conditions de diagnostic différentiel délicat de l’AO à kinine : AO allergique médié par les 

IgE (n=64), AO histaminique idiopathique (n=62) et maladie inflammatoire chronique 

(n=23). Les patients atteints d’AO allergique médié par les IgE développent une activité 
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amidase spontanée et des proenzymes normales. Les patients affectés par un AO histaminique 

idiopathique développaient une activité amidase spontanée moyenne augmentée, néanmoins 

seuls 20% des patients de ce groupe présentent une activité amidase spontanée supérieure aux 

valeurs de références. Ces données évoquent une population non homogène au sein de ce 

groupe de patient dont une partie pourrait développer des AO avec participation à la fois des 

médiateurs mastocytaires (histamine, tryptase) mais aussi des kinines. En effet, il existe 

plusieurs points communs entre la phase contact et l’activation mastocytaire notamment CPN 

impliquée dans le catabolisme des kinines et des anaphylatoxines, ou KK capable d’activer les 

convertases du complément, ce qui suggèrent que cette hypothèse pourrait être valide. Et 

enfin les sujets ayant une maladie inflammatoire chronique ne montraient pas de modification 

de l’activité amidase spontanée, mais une diminution des proenzymes. Cette consommation 

des proenzymes peut être associée à l’activation chronique de l’endothélium dans le contexte 

inflammatoire. 

L’activité amidase, sous réserve de respecter les contraintes pré-analytiques, est un bon 

outil d’aide au diagnostic des AO. Néanmoins dans certaines situations, l’hypothèse de 

l’implication des kinines est forte (caractéristiques des symptômes, réponses aux traitements) 

et malgré le recueil de l’échantillon en situation de crise l’activité amidase reste normale 

parce que l’échantillon est recueilli pendant la phase de résolution de la crise ou après la prise 

d’acide tranexamique par exemple. Il faut alors poursuivre l’investigation de l’échantillon et 

l’une des approches proposée est l’examen des espèces moléculaires de HK par immunoblot 

anti-HK. Le clivage de HK libérant BK est l’élément déterminant le diagnostic de la crise 

d’AO et le suivi de la coupure de HK par immunoblot est un indicateur de la libération des 

kinines.  

L’analyse des paramètres cinétique de la réaction de clivage de HK par KK n’avait été 

effectué qu’à 25°C [188]. Cette analyse a été reconduite à 37°C pour plus de vraisemblance 

avec la physiopathologie humaine de l’AO et à 0°C pour la correspondance avec les 
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expérimentations in vitro. Entre 25 et 37°C les paramètres cinétiques sont similaires, alors 

qu’à 0°C la réaction est cinq fois plus lente qu’à 37°C. Ces données démontrent la grande 

tolérance des activités des enzymes pour la température et justifie que les échantillons 

plasmatiques pour l’examen du métabolisme des kinines soient transportées entre 20 et 25°C. 

Entre 0 et 4°C les serpines, qui contrôlent les activités des enzymes, perdent de leurs 

efficacités [189] alors que nous montrons que la réaction est capable d’être mise en jeu. Pour 

conserver intacts les paramètres examinés sur les échantillons plasmatiques, il est nécessaire 

d’éviter les variations de température et de maintenir un thermostat qui garantit l’activité des 

mécanismes de contrôles pendant le transport. 

Contrairement à la courte demi-vie des kinines, le temps de régénération hépatique de 

HK est long (50 à 60 heures). L’évaluation de la quantité de HK clivé est donc un bon 

indicateur de la libération des kinines. Les quantités de HK natif (non clivé) dans le plasma 

diffèrent entre les sujets masculins et féminins, il faut donc différencier ces deux groupes pour 

établir des valeurs normales et des caractéristiques de performances de la méthode. Cet essai, 

long à mettre en œuvre, est considéré comme un examen de seconde intention lorsque 

l’activité amidase n’est pas suffisamment informative. Ce qui nous a conduits à favoriser la 

spécificité du test plus que la sensibilité. D’après l’analyse de la courbe ROC (de l’anglais 

“Receiver Operating Characteristic) les concentrations seuils pour HK natif (85 ng•µL-1 et 65 

ng•µL-1, respectivement pour les hommes et pour les femmes) et HK clivé déterminées (34 % 

et 40 % respectivement pour les hommes et pour les femmes), apportent une spécificité de 

100% pour les sujets masculins (25 patients et 24 donneurs sains) et de 88% pour les sujets 

féminins (31 patientes et 24 volontaires). 

La quantification de HK clivé donne une indication directe sur la production de BK et 

peut aider le praticien pour mettre clairement en évidence l’implication des kinines dans un 

phénomène pathologique. 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Receiver_Operating_Characteristic
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Conclusion 

L’AO à kinine représente un prototype d’une pathologie complexe et multifactorielle 

dont la prise en charge pourrait être améliorée grâce à une meilleure connaissance des 

systèmes mis en jeu. De nombreuses questions restent en suspens, e.g. l’impact de la prise de 

l’antagoniste du RB2. Une amélioration de la prise en charge passera également par un 

développement des outils de diagnostic qui accéderont à une meilleure définition des groupes 

de patients pour ensuite définir des groupes homogènes. 

Notre laboratoire développe des outils de diagnostic pour évaluer le métabolisme des 

kinines au niveau de son contrôle, de leur production et de leur catabolisme. L’équilibre qui 

résulte de ces activités détermine la capacité d’un individu à accumuler les kinines et par 

conséquent à développer des angioedèmes (Figure 33). La confrontation de ces différentes 

activités définit le phénotype biologique des individus. Nos travaux ont conduit à proposer le 

profil de la kininoformation chez les sujets atteints d’AO à kinine et d’identifier, dans le 

phénotype biologique du métabolisme des kinines, des facteurs de sévérité différents selon 

l’étiologie de l’AOH développé. En appui sur les résultats, la détermination du phénotype 

biologique des patients assurera une définition fine des groupes de patients homogène, pour 

augmenter la puissance des essais thérapeutiques et des études sur cohortes.  
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Figure 33 : Les différents phénotypes biologiques du métabolisme des kinines associés à 

l’angioedème à kinine. Modifié d’après Björkqvist et al [182] 

A : L’activité de kininoformation, du catabolisme des kinines et le contrôle par C1 Inhibiteur 

(C1Inh) sont normaux, aucun œdème ne se forme. B : Le contrôle par C1Inh fait défaut, 

l’activité de kininoformation n’est pas suffisamment contrôlée malgré l’activité du 

catabolisme des kinines efficace, les kinines s’accumulent et l’œdème peut survenir. C : La 

kininoformation est exacerbée indépendamment du contrôle par C1Inh malgré l’efficacité du 

catabolisme des kinines, celles-ci s’accumulent et l’œdème peut survenir. D : Les activités du 

catabolisme des kinines sont en défaut malgré une activité de kininoformation normale et un 

contrôle par C1Inh efficace, les kinines s’accumulent sur l’endothélium et l’œdème peut 

survenir. 



 

153 / 173 

Perspectives 

Ce travail a apporté les premières données de la définition des phénotypes biologiques 

associés à l’AO qui doivent être approfondies notamment au niveau (1) de l’implication 

respectives des récepteurs B1 et B2 dans la survenue des crises, (2) dans la modélisation de la 

relation entre les activités protéases et la consommation de HK, (3) sur les effets du 

médicament icatibant et son effet agoniste partiel supposé et (4) de la dépendance entre 

l’activation de la phase contact et celle des mastocytes.  

La définition des phénotypes biologiques des patients atteints angioedèmes nous a 

conduits à examiner des patients souffrant d’AO d’allure atypique. Le phénotype biologique, 

de certains de ces patient, pourrait correspondre à un angioedème à kinine (e.g. forte activité 

amidase spontanée relevée, Cf. page 65 §5.2.5 et page 97 partie 3) [89][114]. Au vu des 

nombreux points communs, entre l’activation de la phase contact et l’activation des 

mastocytes (Figure 25), nous émettons l’hypothèse que l’activation de l’une de ces deux voies 

entretient ou amplifie l’activation de l’autre voie. Ces mécanismes pourraient conduire à des 

phénotypes cliniques mixtes d’angioedème avec urticaire [114], qui répondraient 

partiellement aux thérapeutiques des angioedèmes histaminiques (antihistaminiques à forte 

dose) et partiellement aux traitements des angioedèmes bradykinique (acide tranexamique par 

exemple), l’association de ces deux thérapeutiques serait, elle, efficace. 

Pour répondre à l’ensemble de ces questions, nous avons développé différents outils 

d’études in vitro de la perméabilité endothéliale, de l’activation de la phase contact et des 

mastocytes.  

Le premier modèle évalue la perméabilité endothéliale et repose sur le système 

Transwell® ou chambre de Boyden qui représente deux chambres de cultures séparées par une 

membrane poreuse (Figure 34). Ce dispositif est habituellement appliqué à l’étude des 
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phénomènes d’interactions cellulaires (co-culture), de mobilité cellulaire et de 

chimiotactisme. Dans notre application, la membrane poreuse séparant les deux chambres sert 

de support pour la culture des cellules endothéliales qui vont former à sa surface une 

monocouche de cellules imperméable modélisant la paroi de l’endothélium vasculaire [190].  

 

    

Figure 34 : Système Transwell®. 

 

Nous appliquons les différents stimuli à la culture en monocouche de cellules 

endothéliales confluentes (lignée EA.hy926 ou cellules primaires HUVECs), à l’état de repos 

ou à l’état sensibilisé par une cytokine pro-inflammatoire (TNFα, 10 ng•mL-1). Ensuite nous 

suivons la perméabilité de l’endothélium par le transfert d’un fluorochrome d’un 

compartiment à l’autre. Dans ce modèle, nous avons par exemple confirmé l’activité agoniste 

partielle et sélective pour RB2 de l’icatibant (Figure 35), observée par ailleurs [191]. 
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Figure 35 : Perméabilité de l’endothélium : mesure du transfert du traceur par le 

système Transwell®.  

Mesure de l’impact de bradykinine (BK, agoniste du récepteur B2), de desArg9-BK (agoniste 

du récepteur B1) et de l’icatibant (antagoniste du récepteur B2) sur la perméabilité d’une 

monocouche confluente de cellules endothéliales (EA.hy926). La perméabilité est évaluée par 

le pourcentage du traceur (BSA-FITC) transféré au travers de la monocouche endothéliale. 

n≥3. Test de Mann-Whitney. * p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; *** p < 0,001 : perméabilité comparée 

entre le blanc et celle induite par le peptide sans activation de l’endothélium par TNF-α; ‡ p < 

0,05 : perméabilité comparée entre le blanc et celle induite par le peptide avec sensibilisation 

de l’endothélium par TNF-α ; † p < 0,05 : perméabilité comparée entre le peptide seul et 

l’association peptide + icatibant. 

Le second modèle étudie également la perméabilité endothéliale, mais repose sur la 

mise en évidence du clivage de VE-Cadhérine, une protéine des jonctions cellulaires 

adhérentes spécifique des cellules endothéliales. La VE-cadhérine est sensible au clivage 

enzymatique, le relargage de la forme clivée (90 kDa) reflète les modifications de 

l’endothélium associée à la perméabilité [192]. Pour illustration, dans ce modèle, nous 
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observons un clivage de VE-Cadhérine en réponse à BK en partie inhibée par l’ajout 

d’icatibant et on confirme à nouveau, l’activité agoniste partielle de l’icatibant (Figure 36). 

 

Figure 36 : Perméabilité endothéliale suivie par le clivage et la libération de VE-

Cadhérine sous l’influence des kinines et de l’icatibant.  

Les cellules EA.hy926 confluentes, à l’état basal, sont incubées 6h avec les différents peptides 

à la concentration finale de 1.10-5 M. Les surnageants sont ensuite chargés sur un gel de 

polyacrylamide (8 %) en présence de laurylsulfate de sodium et en conditions dénaturantes. 

Après le transfert sur membrane de nitrocellulose, la VE-Cadhérine est mise en évidence 

(anticorps primaire de souris, BV9, Abcam® 1/500ème et anticorps secondaire anti-souris 

conjugué avec HRP NA913V, GE Healthcare life sciences® 1/5000ème, caméra Biorad 

ChemiDoc XRS+). Sur l’image, la quantification de la densité des pixels de chacune des 

bandes (logiciel Image Lab Software) est rapportée à celle du contrôle et est exprimé en %. 

n≥3. Mann Whitney : * p < 0,05. 

Le troisième modèle vise à comprendre l’activation de la phase contact et repose sur sa 

reconstitution à l’aide de protéines purifiées (FXII, pKK et HK, Cf page 96). L’activation de 

la phase contact, en réponse à différents activateurs, est suivie à l’aide du substrat p-

nitroanilide ou par l’examen du clivage de HK par immunoblot (Figure 37). Cette 

investigation est appropriée à l’évaluation du contrôle par C1Inh ou par d’autres conditions 

expérimentales reproduisant les conditions de la pathologie. 
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Le quatrième modèle développé étudie l’activation mastocytaire par l’intermédiaire du 

dosage de PGD2 produit par les cellules de la lignée LUVA [193]. Les produits d’activation 

des mastocytes peuvent ensuite être appliqués sur les trois modèles décrits précédemment 

pour déterminer l’impact des produits d’activation du mastocyte sur l’activation de la phase 

contact (Figure 37) et la perméabilité endothéliale. Et inversement les produits d’activation de 

la phase contact peuvent être appliqués sur les mastocytes pour mesurer leurs effets 

activateurs sur ces cellules. 

 

 

Figure 37 : Augmentation de l’activation de la phase contact par le surnageant des 

mastocytes activés. 

Les cellules LUVA sont activées par 1 µM de Calcium ionophore (6 h, 37°C, 5 % C02). 

Avant collecte des surnageants. L’activation des mastocytes est confirmée par le dosage de 

PGD2 (EIA Kit, Cayman®). Les surnageants activés ou non sont mis en contact avec le 

mélange de protéine purifiée : FXIIa, pKK et HK (37°C). Des échantillons sont prélevés à 

partir de ce mélange (0, 15, 30, 45 et 60 minutes) et examinés par immunoblot (en condition 

dénaturante, gel d’acrylamide 8%, anticorps anti-HK couplé à la peroxydase Enzyme 

Research®). 
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Ces différents outils sont en cours de développement ; ils nous assureront la poursuite 

des investigations sur la définition des phénotypes biologiques des patients souffrant 

d’angioedème à kinine. En appui sur les données déjà développées par les équipes de F. Bossi 

dans l’AO-C1Inh [190], de JW. Steinke dans l’urticaire chronique idiopathique [194] et T. 

Renné dans l’anaphylaxie [195], ces différents modèles nous permettront également d’avancer 

sur la connaissance des effets biopathologiques des plasmas issus des différents groupes biens 

définis et sélectionnés parmi les patients atteints d’AO. 
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Annexe 

Annexe 1 : Arbre décisionnel pour l’exploration biologique d’un angioedème à kinine 

 


