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Introduction

L’inhibiteur dépendant de la protéine Z (ZPI) est un inhibiteur physiologique de la
coagulation qui inhibe les facteurs Xa (FXa) et XIa (FXIa). L’inhibition du FXa nécessite la
protéine Z (PZ), un cofacteur vitamine K-dépendant, qui permet de rapprocher le ZPI du
facteur Xa fixé sur les phospholipides. Chez I’Homme, la PZ circule sous forme de complexe
équimolaire avec le ZPI, avec un exceés de ZPI. Le rdle physiologique du complexe PZ/ZP1 est
actuellement mal défini, les études analysant les conséquences d’un déficit en PZ ou ZPI
n’étant pas univoques. Les souris déficitaires en ZPI et PZ sont viables toutefois il a été
observé une augmentation de la mortalité intra-utérine chez les souris déficitaires en ZPI. Par
contre, dans des modeles expérimentaux de thrombose, une augmentation des phénomenes
thrombotiques est observée chez les souris déficitaires en ZPl et PZ par rapport aux souris
« sauvages ». Récemment, dans un modele d’inflammation aigiie chez la souris, il a été établi
que le ZPI est une protéine de I’inflammation, L’observation d’une augmentation du taux
plasmatique de ZPI apres chirurgie ou chez des sujets atteints de cancers inflammatoires a

confirmé que le ZPI est aussi une protéine de 1’inflammation chez ’Homme (1,2).

L’inflammation est un moyen de se défendre contre les agressions de [’organisme, et
I’augmentation des protéines de la phase aigué¢ de I’'inflammation permet le plus souvent de
réduire I’agression de 1’organisme (3). Nous avons donc recherché si le ZPI avait la capacité a
diminuer la réponse inflammatoire, notamment en ce qui concerne la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires. Comme il existe un exces de sécrétion de cytokines dans le sepsis, nous
avons donc étudié dans un modele murin si le ZPI était capable de réduire la production de
cytokines en réponse a I’injection de lipopolysaccharide. De plus, dans le sepsis, I’activation
des polynucléaires neutrophiles, entraine la production de Neutrophil Extracellular Traps
(NETSs), qui peuvent cliver des inhibiteurs de la coagulation (comme le TFPI) contribuant
ainsi aux phénomenes thrombotiques observés dans le sepsis (4). Dans une seconde partie de
ce travail, nous avons donc montré que I’activité du ZPI était tres vite diminuéee par les NETS,
en raison de différentes coupures protéolytiques, vraisemblablement diies a 1’action de

I’¢lastase neutrophile associée aux NETs.

Enfin, dans une derniére partie de ce travail, en collaboration avec le service de réanimation
du CHU de Strasbourg, nous avons étudié les variations de PZ et ZPI chez des patients

atteints de choc septique. Si la PZ est diminuée au diagnostic, nous avons observé une



augmentation importante de ZPI, plus importante encore que celle décrite en chirurgie ou
dans les cancers, mais toutefois a un taux plus faible que celle nécessaire pour induire in vitro

une diminution de la production des cytokines pro-inflammatoires.
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I-  Place du systéme PZ/ZPI dans la coagulation

1) L’hémostase et la coagulation

L’hémostase est ’ensemble des mécanismes physiologiques qui concourent a la prévention et
a l’arrét des saignements, elle est constituée par 1’hémostase primaire et la coagulation
plasmatique, 1’étape ultime étant la fibrinolyse, qui permet la dégradation du caillot formé.
S’il est classique de séparer ces trois étapes, il faut bien souligner qu’in vivo, les mécanismes

sont concomitants.

En présence d’une lésion vasculaire, il y a une vasoconstriction réflexe et 1’activation de
I’hémostase primaire, initiée par 1’adhésion des plaquettes au site de lésion. Les plaquettes
vont adhérer au sous-endothélium directement ou par 1’intermédiaire du facteur Willebrand.
L’adhésion des plaquettes est accompagnée d’un changement de forme majeur permettant
I’exposition des phospholipides chargés négativement, ainsi que la formation de pseudopodes
facilitant leur ancrage. Ensuite, les plaquettes vont s’activer, secréter le contenu de leurs
granules et synthétiser des dérivés de 1’acide arachidonique, puis s’agréger et former le clou

plaquettaire. (5)

Simultanément a la formation du clou plaquettaire, la coagulation plasmatique est déclenchée
conduisant a la génération de thrombine permettant la formation d’un réseau de fibrine. La
coagulation est une cascade d’activations enzymatiques au cours desquelles les précurseurs
inactifs d’enzymes, appelés zymogeénes, sont activés pour acquérir des propriétés
protéolytiques ou catalytiques. Deux voies ont été identifiées : la voie du facteur tissulaire et

la voie de la phase contact.

a) La voie du facteur tissulaire

Dans cette voie, qui correspond au mécanisme physiologique, la coagulation est initiée par
I’exposition du facteur tissulaire (FT) au flux sanguin. Le FT sert de récepteur au facteur VII
(FVII), qui devient actif (FVIIa) et clive le facteur X (FX) en FXa. Le Facteur Vlla peut
¢galement activer le facteur IX (antithémophilique B) en [Xa, qui a la capacité d’activer le FX.
Le FXa clive a son tour le facteur Il (prothrombine) en Flla appelé plus habituellement
thrombine. Les premieres molécules de thrombine formées vont amplifier la cascade de la

coagulation, notamment en clivant le facteur VV (FV) et le facteur VIII (antihémophilique A).
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Cette génération de FVa et FVIlla va aboutir a la formation de complexes enzymatiques, la
tenase (constituée des facteurs antihémophiliques A et B, des phospholipides et de calcium) et
la prothrombinase, constituée des FVa, FXa, phospholipides et calcium. La formation de ces
complexes enzymatiques augmente d’un facteur 1000 environ la vitesse de la coagulation et
permet la génération « explosive » de thrombine permettant la formation de fibrine et ainsi du
thrombus fibrino-plaquettaire. La cascade de la coagulation se déroule & la surface des
phospholipides, soit tissulaires, soit plaquettaires. En effet, les facteurs vitamine K-
dépendants (FII, FVII, FIX et FX) localisent la coagulation a la surface des phospholipides
anioniques (essentiellement la phosphatidylserine), en se fixant sur les phospholipides par
I’intermédiaire d’ions calcium. La thrombine joue ainsi un rdle majeur, car elle permet
d’augmenter la quantité de phospholipides nécessaires a la coagulation, en activant les
plaquettes. Elle active les cofacteurs V et VIII (rétro-contrdle positif, mais elle active
également le facteur XI (FXI), qui s’insére dans cette cascade d’amplification en activant le
FIX (6).

b) La voie de la phase contact

La coagulation peut aussi étre initiée par ’activation du FXII, dans la voie dite « systeme
contact » ou « voie intrinséque », par opposition a I’initiation par le FT dite classiquement
« voie extrinséque ». Cette initiation par le FXII activé (FXIla) n’est pas fonctionnelle dans
les conditions physiologiques, mais se produit dans des circonstances pathologiques ou
lorsque le sang est en contact avec des surfaces non physiologiques. Cette voie implique trois
sérine-protéases : le FXII, le FXI et la prékallikréine (PK), ainsi que le kininogene de haut

poids moléculaire (KHPM) qui est un cofacteur non enzymatique.

Le FXII (ou facteur Hageman) est une molécule monocatenaire qui circule dans le plasma a
une concentration de 40 pg/mL (375 nM), sa demi-vie est de 50 a 70 heures. C’est une
protéine d’environ 80 kDa (7). Le FXII est activé en présence d’une surface électronégative
(auto-activation) entrainant un changement de conformation, qui est stabilisée par 1’ion zinc
(Zn?"), ou par un clivage par la kallikréine (KALL) (hétéro-activation). L activation du FXII
en FXIIa (ou oFXIla) conduit a la formation d’une protéine constituée d’une chaine lourde
(52 kDa) et d’une chaine légére (28 kDa) liées par un pont disulfure. La chaine légere porte
I’activité enzymatique, qui permettra le clivage de la PK et du FXI, tandis que la chaine

lourde permet sa fixation aux surfaces électronégatives. L’aFXIla peut encore étre clivé par la

12



KALL, conduisant au fragment B-FXlla, qui garde son activité protéolytique envers la PK

mais perd sa faculté a se lier aux surfaces électronégatives (Figure 1) (8).

c _ c
340 367
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80 kDa DE©D©<>I| |_:}_
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335 343
| J L J
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Figure 1 : Représentation schématique de I’activation du FXII.

L auto-activation et ['activation par la KALL du FXII se fait par clivage de la liaison
peptidique R353-V354. Le FXIla ainsi formé est composé d’une chaine lourde et une chaine
Iégere, reliée par un point disulfure. La chaine légére porte le triade catalytique (en
astérisque). Un clivage du FXIla au niveau des liaisons peptidiques R343-L344 et R334-N335
par la KALL conduit au p-FXlla. Ce dernier perd sa faculté a se lier aux charges négatives
en libérant sa chaine lourde, mais garde son potentiel d’activation de la PK (9).

Le FXI est un autre facteur du systéme contact, il circule dans le plasma sous forme
d’homodimére, chaque sous-unité étant d’environ 80 kDa, liées par un pont disulfure. Sa
concentration plasmatique est de 5 pg/mL (30 nM). Le FXI circule dans le plasma sous forme
de complexe non covalent avec le KHPM, et deux molécules de KHPM sont liées a une
molécule de FXI. Chaque sous-unité du FXI peut étre clivée par la thrombine ou le FXlla,
donnant une chaine lourde d’environ 50 kDa et une chaine légeére de 30 kDa portant le
domaine catalytique, reliées par un pont disulfure (Figure 2). Le terme FXla désigne le
clivage des deux sous-unités (9,10). Le FXla a comme substrat principal le FIX (10). En
2016, dans un systeme purifié, il a été montré que le FXla peut aussi activer le FXII, ce qui a
éte confirmé dans un modele murin (11). Ainsi, le FXla s’ajouterait a la boucle

d’amplification de la production de FXIIa.
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La PK est une glycoprotéine de 85 kDa, elle circule dans le plasma sous forme de monomere
a une concentration de 50 pg/mL (490 nM). La PK a 58 % d’homologie de séquence avec le
FXI, et comme ce dernier, la majorité de PK (environ 75 %) circule sous forme de complexe
non covalent avec le KHPM (ratio 1:1). La PK est le précurseur de la KALL, qui résulte de
son clivage par le FXIIa ou B-FXIla, et est constituée de deux fragments de 52 et 33 kDa liés
par un pont disulfure (Figure 2). La KALL amplifie la génération de FXIla et peut cliver le
KHPM pour la libération de bradykinine (BK) (9,12).

Le KHPM est une glycoprotéine non enzymatique de 120 kDa, et circule & une concentration
plasmatique de 80 pug/mL (670 nM). Le KHPM est consituté de 6 domaines D1 a D6, dont le
clivage par la KALL conduit a la formation de KHPM activé (KHPMa), constitué de deux
chaines de 64 et 56 kDa reliés par un pont disulfure (D1-D3 et D5-D6), et permet la libération
de BK (D4) (Figure 2) (9,12). Le domaine D6 est le site de liaison avec le FXI et la PK (13),
tandis que D3 et D5 permettent la liaison du KHPM aux récepteurs cellulaires (cellules
endothéliales, plaquette et les neutrophiles). La liaison de KHPM a la surface des cellules est

dépendante de la présence d’ions zinc (12).

En somme, l’auto-activation du FXII est observée en présence d’une surface chargée
négativement (par exemple le verre ou les circuits de circulation extra-corporelle) ou en
présence de molécules physiologiques comme les acides nucléiques ou le collagéne, ou
encore par les agents pathogenes comme le lipopolysaccharide (LPS) des bactéries (14). La
présence d’un de ces activateurs conduit a un changement de conformation du zymogéne
FXII, conduisant a la génération d’une petite quantité de FXlla. Le FXlla active la PK en
KALL. La KALL active rapidement d’autres molécules de FXII entrainant une boucle
d’amplification de la production de FXlla, ainsi de sa propre production (Figure 3) (8). Le
complexe FXII/KHPM/PK est localisé a la surface des cellules endothéliales et assemblé
gréace a la liaison du FXII et de KHPM au récepteur de la protéine du complément C1q (9C1q-
R) (15). D’autres récepteurs favorisent la formation de ce complexe, notamment le récepteur
de I'urokinase (UPAR) et la cytokératine 1 (CK1) (Figure 4) (12,16). Le FXlla va ensuite
cliver le KHPM et conduire a la libération de BK, un peptide de 9 acides aminés. La BK
régule differents processus physiologiques et pathologiques, comme la libération de

monoxyde d’azote et la vasodilatation, en se fixant notamment a son récepteur B2R (17).
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Figure 2 : Structures schématiques du facteur XI (FXI), de la prékallikréine (PK) et du
kininogéne de haut poids moléculaire (KHPM).

Le FXI est formé d’un dimere comprenant deux chaines liées de maniére covalente par un
pont disulfure sur le domaine A4. Il est activé par un clivage protéolytique de la liaison R369-
1370 par le FXIlla. Les acides aminés de la triade catalytique sont portés par la chaine légere
(astérisque). Le FXlla clive la PK au niveau de la liaison peptidique R371-1372 et conduit a
la formation de kallikréine (KALL), composée de deux chaines lourde et légére liées par un
pont disulfure. La KALL peut cliver le KHPM au niveau des liaisons R370-S371 et K362-
R363 et entraine la libération de la bradykinine (BK) (9).
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Figure 3: Schéma simplifié des interactions entre les facteurs de la voie du systéeme
contact.

Les protéines impliquées dans la voie du sytéme contact, facteur XII (FXII), kininogéne de
haut poids moléculaire (KHPM) et prékallikréine (PK) s assemblent a la surface des cellules.
L activation du FXII permet [’activation du facteur XI (FXI). Simultanément, le FXlla active
la PK et permet la libération de bradykinine (BK) a partir de KHPM. La BK via le récepteur
B2R entraine une cascade de signalisation (11,18).
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Le FXlla peut aussi activer le FXI en FXla, et inversement, le FXla pourrait amplifier
I’activation du FXII. L’assemblage du complexe FXII/KHPM/FXI est retrouvé a la surface
des plaquettes en se fixant sur le complexe glycoprotéique GP1b-1X-V. D’autres récepteurs
plaquettaires interagissent avec les protéines de la voie du systéme contact, comme le
récepteur des apolipoprotéines E (ApoER2) (19) qui permet la liaison du FXI, ou I’aIIbB3 qui
permet la fixation de la KALL (20) (Figure 4). Les polyphosphates (polyP) libérés par les
plaquettes sont décrits comme des activateurs endogenes du FXII (21). Par la suite, le FXla
active le FIX en FIXa, et fait ainsi le lien entre voie extrinseque et intrinseque de la

coagulation.
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Figure 4 : Interactions des protéines du systeme contact avec différents récepteurs
cellulaires.

(A) Assemblage du facteur XII (FXII), du kininogéne de haut poids moléculaire (HK) et de la
prékallikréine (PK) a la surface des cellules endothéliales, nécessitant le récepteur de la
protéine C1q (9C1q-R), le récepteur de l'urokinase (uPAR), et la cytokératine 1 (CK1). (B) Le
complexe glycoprotéique GPIb-1X-V interagit avec le FXII, KHPM et le FXI. La liaison de
HK au récepteur « macrophage-1 antigen receptor » (Mac-1) des leucocytes permet de faire
un pont entre les deux types cellulaires. La kallikréine (PKa) peut se lier a l’intégrine allbf3
des plaquettes activées (12).

Les protéines de la voie du systéme contact peuvent aussi s’assembler a la surface des
leucocytes. Le principal récepteur impliqué dans cette liaison est le macrophage-1 antigen
(Mac-1, CD11b/CD18), retrouvé a la surface des monocytes, des macrophages, des
polynucléaires neutrophiles et des lymhocytes NK. Cette liaison faciliterait notamment

I’infiltration tissulaire des neutrophiles, suite a la production de BK (22).
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Malgré son réle important dans la formation du caillot in vitro, la voie du systeme contact
n’est pas indispensable pour I’hémostase in vivo. En effet, un déficit en FXII chez la souris ou
chez I’homme ne conduit pas a une tendance hémorragique. Par contre, les souris déficientes
en FXII ont un défaut de stabilisation et formation du thrombus riche en plaquettes, suggérant
que la voie du systeme contact jouerait un réle dans le développement et la stabilisation du
thrombus (23).

2) Reégulation de la coagulation

Les facteurs de la coagulation sont présents en excés dans le sang. Sans mécanismes
régulateurs, les mécanismes d’amplification et de propagation conduiraient a une coagulation
généralisée de ’arbre vasculaire. Le flux sanguin permet de maintenir la cascade de la
coagulation localisée au niveau de la bréche vasculaire, en effet il permet de limiter
I’interaction des facteurs activés de la coagulation entre eux. Par ailleurs, la fibrine constitue
un « piége a thrombine », celle-ci se retrouvant bloquée a I’intérieur des pores du caillot de

fibrine.

En plus de ces mécanismes physiques, non spécifiques, trois principaux systémes sont connus
pour inhiber la coagulation : I’inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (Tissue Factor

Pathway Inhibitor ou TFPI), le systeme de la protéine C (PC) et I’antithrombine (AT).

a) Le TFPI

Le TFPI est un inhibiteur de sérine-protéase qui inhibe les phases précoces de la coagulation.
Il est synthétisé majoritairement par les cellules endothéliales et 85% du TFPI de I’organisme
sont liés a la surface des cellules endothéliales de la microcirculation. Il est présent dans le
plasma a une concentration de 70 ng/mL (1,6 nM) et plus de 80 % du TFPI plasmatique sont
associes aux lipoprotéines. 1l existe deux isoformes principales de TFPI, issues d’épissages
alternatifs : le TFPIa et le TFPIP. Les deux isoformes sont retrouvées a la surface des cellules
endothéliales et seul le TFPIa est localisé dans les plaquettes. Le TFPI a été identifié comme
un inhibiteur du complexe FT-FV1la, nécessitant le FXa et Ca?*. Le mécanisme d’inhibition
est initié par la liaison du TFPI au FXa, puis de la formation du complexe FXa-TFPI-FT-
FVIla, au sein duquel les FXa, FT et FVIla n’ont plus d’activité (24,25).
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Il a été montré que le TFPI pouvait également inhiber directement le FXa et empécher la
formation du complexe prothrombinase. Cette inhibition n’est possible qu’avec le TFPIa qui,
contrairement au TFPIB, posséde une région basique en C-terminal. De plus, elle serait
amplifiée par la Protéine S (PS) et/ou le FV (26,27).

b) Le systéme de la protéine C

Ce systéeme comprend la PC, la PS (son cofacteur) et deux récepteurs membranaires : la
thrombomoduline (TM) et le récepteur endothélial de la protéine C (EPCR). La PC et la PS
sont deux protéines vitamine K-dépendantes, qui circulent dans le plasma a une concentration
moyenne de 4 pg/mL (70 nM) et 22 pg/mL (320 nM) respectivement (28).

Lorsque la coagulation est activée et conduit a la génération de thrombine, cette derniére va
pouvoir se fixer a la TM localisée a la surface endothéliale. Cette liaison implique 1’exosite |
de la thrombine, une région importante pour son activité catalytique vis-a-vis du fibrinogéne,
ce qui va réduire son activité procoagulante (29). De méme, la PC va se fixer sur ’'EPCR, ce
qui la rapproche du complexe TM-thrombine et la présente sous une conformation adéquate
pour étre activée. La PC est activée en PCa suite a son hydrolyse par la thrombine. La vitesse

de la réaction d’activation est multipliée par 20 lorsque la PC est fixée a I’EPCR (30).

La protéine C activée (PCa) est ensuite capable de dégrader par protéolyse les FVa et FVIlla
de la coagulation. Cette activité catalytique est potentialisée par la PS, dont 60-70 % circule
sous forme liée a une protéine de transport du complément, la C4b-binding protein (C4bBP).
Seule la fraction libre joue le role de cofacteur de la PCa. L'interaction entre la protéine S et la
PCa semble réduire la distance entre le site actif de la PCa et la membrane phospholipidique,
et permet de réorienter le site actif par rapport aux sites de clivage au niveau des FVa et
FVIlla (31).

c) L’antithrombine

L’AT est synthétisée au niveau hépatique et circule a une concentration plasmatique moyenne
de 150 pg/mL (2,57 uM) (32). Deux isoformes d’AT sont retrouvées dans le plasma:
I’isoforme o avec 4 chaines N-glycanes (58 kDa) qui représente 90% de I’AT circulante, et
I’isoforme B avec 3 chaines N-glycanes (56 kDa). L’AT appartient a la superfamille des
serpines (Serine Protease Inhibitors) et posséde a son extremité une boucle réactive lui

permettant de former un complexe enzyme-inhibiteur covalent irréversible.
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Contrairement a ce que son nom laisse penser, les activités anticoagulantes de I’AT ne se
limitent pas a I’inhibition de la thrombine, elle est capable d’inhiber différentes sérine-
protéases de la coagulation dont le FXa, le FIXa et le FXla (33). Elle forme un complexe
covalent inactif avec I’enzyme (stoechiométrie 1/1), permettant de bloquer le site catalytique

de I’enzyme cible.

L’activité inhibitrice de I’AT envers les sérines-protéases est augmentée au moins d’un
facteur 1000 en présence d’héparine. L héparine est constituée d’une unité pentasaccharidique
minimale pour assurer sa liaison a I’AT. Ce pentasaccharide est aussi retrouvé sur les

glycosaminoglycanes (GAG) polysulfates a la surface des cellules endothéliales (34).

d) L’inhibition de la voie du systéme contact

L’activation du systéme contact peut étre régulée par le gClg-R, car ce récepteur est
nécessaire pour I’assemblement des facteurs de la voie du systéme contact a la surface des
cellules endothéliales. Cependant, la majorité des gC1g-R se trouve dans le cytoplasme ou
dans les mitochondries, ils se retrouvent a la surface membranaire seulement apres activation
des cellules endothéliales (35,36). Parmi ces activateurs ont été décrits les complexes immuns,
les virus ou bactérie (37), par ailleurs les cytokines pro-inflammatoires et le LPS augmentent
I’expression de gC1q-R par les cellules endothéliales (38). Une fois exprimé, le gC1g-R est
aussi un activateur endogene du FXII (15).

La simple présence de gC1g-R n’est pas suffisante pour le recrutement du FXII a la surface
des cellules endothéliales, elle nécessite la présence de Zn**, & des concentrations allant
jusqu’a 50 pM (39). La concentration plasmatique du Zn?* est comprise entre 10 et 20 UM, et
sachant qu’une grande partie est liée a I’albumine, il ne reste qu’environ 0,5 uM de Zn*" libre.
Il a été montré que I’excés de Zn®" provenait des cellules endothéliales et des plaguettes
activées (40).

Le Cl-inhibiteur, une protéine appartenant a la superfamille des serpines, permet I’inhibition
du FXlla, de la KALL et du FXla. Son activité inhibitrice est potentialisée par les
glycosaminoglycannes. C’est une glycoprotéine formée de 478 acides aminés, avec un poids
moléculaire d’environ 104 kDa, et circulant dans le plasma approximativement a 1,8 pM.
Comme c’est une protéine de 1’inflammation, sa concentration physiologique peut étre

multipliée par deux dans des conditions inflammatoires (41).
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3) Régulation de la coagulation par le systeme Protéine Z et ZPI

a) LaProtéine Z (PZ2)

C’est une protéine vitamine K-dépendante découverte par Prowse et Enouf en 1977 dans le
plasma bovin. Comme c’était la derniére protéine vitamine K-dépendante éluée par
chromatographie échangeuse d’anions, elle a été nommée « Z ». Chez I’Homme, 1’équivalent

de la PZ bovine a été isolé en 1984 (42).

Le géne de la protéine Z est porté par le chromosome 13, sur la région 13934, a c6té des genes
codant le FVII et le FX. C’est un géne de 14 kilobases, comportant un promoteur de 389
paires de base, 8 exons avec un épissage alternatif de I’exon 1, et une extrémité en 3' de 275
paires de base (43). En 2001, quatorze polymorphismes du géne codant la PZ ont été
identifiés. Trois autres polymorphismes ont été décrits en 2004 et la plupart de ces
polymorphismes sont directement liés a la concentration plasmatique de la PZ (44). Les

polymorphismes les plus étudiés sont :

- Le polymorphisme A13G situé dans le promoteur du géne de la PZ
- Le polymorphisme G42A situé dans I’intron C du géne de la PZ

- Le polymorphisme G103A situé dans I’intron A du géne de la PZ

- Le polymorphisme G79A situé dans I’intron F du géne de la PZ
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Figure 5 : Représentation schématique du géne de la protéine Z (PROZ) (43).

La protéine Z humaine est constituée de 360 acides aminés, elle a 59 % d’homologie avec la
PZ bovine qui est composée de 396 acides aminés (45). La PZ bovine a un site d’interaction
avec la thrombine qui favorise sa liaison aux phospholipides, cette interaction PZ-thrombine
est possible grace aux 36 acides aminés carboxy-terminaux supplémentaires présents dans la
PZ bovine. En revanche, la PZ humaine a une faible affinit¢é pour la thrombine (46).

, i i a umaine au niveau de 1’arginine en position
Inversement, la thrombine peut cliver la PZ h de I’arg position 43
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(R43) et induire la perte de son domaine Gla, faisant passer son poids moléculaire de 62 a 56

kDa et la rendant inactive (47).

La structure de la PZ, a partir de sa partie N-terminale, peut étre divisée en un domaine riche
en acides y-carboxyglutamique (Gla), deux domaines epidermal growth factor-like (EGF) et
un domaine serine protease-like. Sa structure moléculaire est ainsi trés proche des autres
facteurs vitamine K-dépendants de la coagulation comme les facteurs VII, IX, X et la PC.
Contrairement a ces sérine-protéases, la PZ n’a pas les résidus histidine et sérine
habituellement présents au niveau de la région du site actif. Parmi la triade histidine (H),
sérine (S) et acide aspartique (D) des sérine-protéases, seul D est conserve en position 221
dans la PZ ; H et S étant remplacées respectivement par une lysine (K) en position 178, et par
un D en position 313, ce qui indique que la PZ humaine ou bovine n’est pas un zymogéne de

sérine protéase (48).

Figure 6 : Représentation schématique de la structure de la Protéine Z (49).

La distribution de la concentration plasmatique de la PZ est trés large dans la population
générale, variant entre 0,63 pug/mL et 5,67 pg/mL dans une population de 455 volontaires
sains. Elle est trés sensible a un traitement par les anti-vitamine K, effondrée (entre 1 et 16 %
de la normale) aprés 6 mois de traitement équilibré a la warfarine (47). Cette diminution
majeure de la PZ, plus importante que celle des autres facteurs vitamine K-dépendants,
semble étre due a la structure de son domaine Gla. L’importance du domaine Gla dans la
sécrétion de la PZ a été montrée par I’analyse de deux mutations dans cette région de la PZ.
La mutation E30Q a été observee chez des patients ayant un déficit en PZ (50). L’étude de
I’expression de cette mutation dans les cellules rénales d’hamster (Baby Hamster Kidney
Cells, BHK cells) a montré que non seulement cette mutation limite la sécrétion de ce variant,
mais qu’elle peut aussi inhiber la sécrétion de PZ non mutée. De fagon similaire, la
substitution du résidu Gla-30 par une lysine (E30K) entraine un défaut de sécrétion de la PZ
(51). L’importance du domaine Gla pour la sécrétion de la PZ a été montrée par une autre

approche grace a I’utilisation de protéines chimeres (Figure 7). La sécrétion de PZ est abolie
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en absence de vitamine K, ce qui n’est pas le cas pour la sécrétion du facteur X. De méme, la
warfarine inhibe la sécrétion de PZ tandis que celle du FX est fortement réduite. La
construction d’une chimeére de la PZ avec le domaine Gla du FX augmente sa sécrétion et
diminue sa sensibilit¢é a la warfarine, alors qu’inversement, une chimere du FX avec le
domaine Gla de la PZ n’est plus secrétée en absence de vitamine K et devient trés sensible a
la warfarine, ce qui montre, de facon élégante, I’importance de I’intégrité du domaine Gla
dans la sécrétion de la PZ (52). Enfin, comme le taux de vitamine K plasmatique peut varier
considérablement et dépend de 1’alimentation, il a été suggéré que la large répartition des taux

plasmatiques de la PZ dans la population pourrait étre corrélée aux taux de vitamine K.

(B)

x xPPz(;hFx(?

P | ZppZFXc

N~
prpx( WPZ,
) e e
| % | ZoXFXe

z] [Wi Gla domain m
@ n X Propeptide LX J

Treatment W K W K

Medium " ®
Cell w Cell | e GDED e =

[WB:aPZ] [WB:aFX]

HB

=

=

S

B
R

<

N

P =

A~
EE

' K
Medium Sy

Figure 7 : Importance du domaine Gla pour la sécrétion de la PZ.

Différentes constructions de chimere entre les domaines de la PZ (en gris) et du FX (en
blanc) ont été produites, mentionnées en haut de l’'image. Les constructions ont été
transféctées dans des cellules HEK293 et les cellules ont été incubées avec de la warfarine
(W) ou la vitamine K (K). Puis le milieu de culture et le lysat cellulaire ont été soumis & une
électrophoreése et révélés par un anticorps anti-PZ (A) ou anti-FX (B) (52).

La PZ est secrétée principalement par les cellules hépatiques (53), mais de la PZ a été
identifiée par un marquage immunologique dans les plaques d’athérosclérose (54), suggérant
que la PZ peut aussi étre secrétée par les cellules endothéliales et/ou les cellules musculaires
lisses. Vasse et coll. ont montré que les cellules de cordons ombilicaux humains (HUVEC) et
une lignée de cellules capillaires (HMEC), représentant respectivement la macro- et la micro-
circulation, secrétaient de la PZ. En effet, la présence d’ARNm de la PZ est détectée dans ces

2 types cellulaires en culture et on peut observer un marquage de PZ par immunohistochimie
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sur les cellules endothéliales d’artére ou de veine. En revanche, I’inhibiteur dépendant de la
protéine Z (ZPI), cofacteur de la PZ, n’est pas détecté, ce qui suggére que le marquage
immunologique observé ne correspond pas a un depbt de PZ plasmatique, puisque la PZ
circule dans le plasma sous forme de complexe avec le ZPI (55). Toutefois, la quantité de PZ
produite par les cellules endothéliales est faible par rapport a celle produite par les cellules
hépatiques puisque le taux de PZ diminue de maniére importante chez les patients ayant des
maladies hépatiques (53).

b) L’inhibiteur dépendant de la protéine Z (ZPI)

Comme décrit précédemment, la PZ, contrairement aux autres facteurs vitamine K-
dépendants de la coagulation n’a pas d’activité enzymatique et son implication dans la
coagulation n’était envisagée qu’en raison de ses homologies de structure avec d’autres
facteurs de la coagulation. Cependant, en 1998, Han et coll. ont montré que I’activité
procoagulante du FXa était réduite de facon dose-dépendante lorsqu’on rajoutait des
concentrations croissantes de PZ dans un plasma appauvri en PZ. Cette inhibition requiert la
présence de calcium et de phospholipides procoagulants. Par ailleurs, un prétraitement par la
thrombine, clivant la PZ au niveau de R43, et séparant le domaine Gla du reste de la molécule
annule I’action inhibitrice sur le FXa. Ils ont ainsi suggéré l’existence d’une protéine
plasmatique responsable de I’inhibition du FXa qu’ils ont nommé : « inhibiteur dépendant de
la protéine Z » communément appelé ZPI pour « Protein Z-dependent Protease Inhibitor »
(56).

L’ADN codant le ZPI est porté par le chromosome 14q32, il fait 2,44 kB et contient 6
potentiels codons ATG initiateurs de lecture. Les 4 premiers codons ATG permettent
d’obtenir respectivement 11, 22, 3 et 52 acides aminés avant de rencontrer un codon stop. Un
début de lecture au cinquieme ATG rajouterait 40 acides aminés a la protéine mature, par
contre initier la lecture au sixieme ATG suffit pour I’expression du ZPI. En somme, ’ADN
codant pour le ZPI contient 1335 pb, et géenere une protéine de 444 acides amines dont 21
acides amines constituant le peptide signal. Cing potentiels sites de N-glycosylations sont
présents, en position 15, 159, 176, 274 et 417 (57).

Pour le géne codant le ZPI, deux polymorphismes nucléotidiques ont été identifiés par Van de
Water et coll. en 2004, induisant un codon stop apres les résidus R67 et W303 (58). Ces 2

polymorphismes ont dans un premier temps été décrits comme liés a 1’apparition de
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thromboses veineuses profondes (TVP) (58,59). Ces premiers résultats ont été suivis d’autres
études contradictoires, et une méta-analyse portant sur 5000 patients a exclu un lien entre les
polymorphismes R67X et W303X et la survenue de thromboses veineuses (60).

Le ZPI appartient a la superfamille des serpines et est également nommeé « serpine A10 ». La
séquence d’acides aminés composant le ZPI a de 25 a 35% d’homologie avec les autres
serpines, comme 1’al-antitrypsine (AAT), I’AT ou la protéase nexine-1. Sa structure primaire
contient 40 des 51 résidus décrits comme essentiels pour la structure tertiaire des serpines. La
partie C-terminale présente une grande analogie avec les autres serpines, cependant la
séquence N-terminale contient un domaine tres acide qui la différencie des autres serpines
(57). La détermination par cristallographie de la structure du ZPI a pu confirmer cette
appartenance a la superfamille des serpines, avec la présence de 3 feuillets B et I’exposition
d’une boucle réactive (Figure 8) (61). L’alignement de séquence a permis d’identifier que la
tyrosine 387 est le résidu P; de son centre actif. La production d’un variant Y387A a permis
de confirmer cette hypothese, en effet le variant Y387A perd son activité anti-FXa en

présence de PZ, de calcium et de phospholipides (57) et son activité anti-FXla (62).

P1-Tyr

Figure 8 : Structure tridimensionnelle du ZPI, archétype des serpines.

Le ZPI a la structure type d’'une serpine avec 3 feuillets [ (bleu ciel, bleu et vert) et
[’exposition d’une boucle réactive (RCL, rouge). Le résidu P1-Tyr en position 387 est
représenté sur la boucle réactive (61).
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Le ZPl a 78 % d’homologie avec les acides aminés de la protéine rasp-1 du rat, ce qui a
conduit & considérer le ZPl comme I’homologue de rasp-1 chez I’Homme. Rasp-1 a été
initialement caractérisé comme un géne dont la transcription augmentait de 3 a 4 fois lors
d’une hépatectomie chez le rat. Il s’avere qu’il augmentait aussi chez les rats opérés témoins,
sans hépatectomie, ce qui suggére que rasp-1 est une protéine de la phase aigle de
I’inflammation (57,63). Le ZPI est une protéine d’environ 72 kDa. Le géne rasp-1 code une
protéine d’environ 50 kDa, la différence de masse avec le ZPI chez ’'Homme serait due a la

différence de glycosylation.

Le ZP1 est produit au niveau des cellules hépatiques, et contrairement a la PZ, une production

par les cellules endothéliales n’a pas été détectée (57) (55).

Inhibition du FXa par le ZPI

En présence de PZ, de calcium et de phospholipides, le ZPI inhibe de facon trés rapide le
FXa. En effet la PZ accélére 1’inhibition du FXa par le ZPI d’un rapport 1000 (t1» moins de 10
secondes contre 210 minutes en absence de PZ) (56) (62). La PZ se lie préférentiellement aux
phosphatidylsérines et phosphatidyléthanolamines, 1’affinité de sa liaison aux deux types de
phospholipides est équivalente mais synergique pour 1’activité anti-FXa du complexe PZ-ZPI
(64).

Comme les membres de la superfamille des serpines, le ZPI inhibe le FXa en agissant comme
un substrat suicide. Les résidus P1-P;- (Y387-S388) sur sa boucle réactive permettent la
fixation de la sérine protéase par une liaison covalente, puis la boucle réactive s’insere dans le
feuillet tout en entrainant la protéase liée comme une tapette. Le changement conformationnel
du complexe protéase-serpine permettra par la suite sa reconnaissance par des récepteurs
responsables de sa clairance rapide hors de la circulation (65). De fagon inhabituelle, le
complexe PZ-ZPI se dissocie aprés la liaison du ZPl au FXa (66), le complexe FXa-ZPI est
considérablement moins stable que les autres complexes protéase-serpines, d’une part le
complexe se sépare en SDS-PAGE (mais peut étre détecté en alkaline-PAGE), et d’autre part,
une étude cinétique a montré que le complexe peut se dissocier, et que 1’activité inhibitrice
maximale du ZP1 contre le FXa est observée entre 1 et 10 minutes (67). L’interaction du ZPI
avec le FXa conduit a la libération d’un peptide de 4,2 kDa par le ZPI. Comme attendu, la
séquence N-terminale du peptide libéré, SMPPVIKVDRPF, correspond a la séquence

d’acides aminés suivant la Y387, confirmant ainsi le réle du résidu P; comme site actif (62).
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La steechiométrie de 1’inhibition du FXa par le ZPI en présence de PZ, calcium et
phospholipides est de 2,8 £ 0,2 moles de ZPI par mole de FXa, ce qui signifie que pour 3
molécules successives réagissant avec le FXa, 2 molécules ont été clivées comme substrat et 1

molécule a permis 1’inhibition (66).

Le coefficient d’inhibition du FXa par le ZPI en présence de ses cofacteurs (PZ,
phospholipides et Ca®") est de 9,1 + 0,2 x 10° (67). En comparaison, celui de PAT (en
présence d’héparine non fractionnée) envers le FXa est de 6,6 x 10° (68), mais sachant que
I’AT est plus concentrée que le complexe PZ/ZPI dans la circulation sanguine (environ 100
fois plus), on peut en déduire que I’inhibition du FXa en situation physiologique se fait

principalement par I’AT.

Figure 9 : Mécanisme d’inhibition des serpines.
La serpine forme un complexe acyl-enzyme avec la sérine protéase (bleu), puis la boucle
réactive (jaune) s'incorpore au sein du feuillet  (rouge) entrainant la protéase (69).

Il a aussi été montré que 1’héparine active le ZPI et accélére I’inhibition du FXa par le ZPI
(70), ce qui n’est pas réellement une surprise car 1’affinité du ZPI a 1’héparine a été utilisée
pour sa purification & partir du plasma (56). L’interaction se fait au niveau des hélices C et D
du ZPI et n’implique pas la partie acide N-terminale (71). Cette potentialisation de la liaison
du FXa au ZPI par I’héparine requiert au moins 18 unités saccharidiques, ne nécessite pas la

présence du pentasaccharide, et s’accentue avec la longueur de la chaine. En effet, les
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héparines de bas poids moléculaire n’accélérent la réaction d’inhibition du FXa par le ZPI que
d’un facteur 8 alors que I’héparine non fractionnée ’accélére d’un facteur 100 (70). La
présence d’un site de fixation pour 1’héparine sur le ZPI, et donc pour les héparanes sulfates
tapissant les cellules endothéliales, suggére que le ZPI peut inhiber le FXa circulant
s’échappant dans la circulation sanguine. Ainsi, le ZPI pourrait inhiber le FXa fixé a la
surface des phospholipides grace a 1’attachement du complexe PZ-ZPI sur les phospholipides,
mais aussi le FXa libre (Figure 10).
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Figure 10 : Inhibition du FXa par le ZPI.

La PZ circule sous forme de complexe avec le ZPI dans le plasma. En présence de calcium et
de phospholipides, le domaine Gla de la PZ interagit avec celui du FXa, potentialisant ainsi
l’inhibition du FXa par le ZPI. Le ZPI aussi peut se lier aux glycosaminoglycannes a la
surface des cellules endothéliales et inhiber le FXa qui se serait échappé dans la circulation
(72).

Les phospholipides étant un des cofacteurs indispensables pour 1’inhibition du FXa par le ZPI,
il n’est pas surprenant que 1’oxydation lipidique, qui peut arriver notamment suite a un stress
oxydatif, altére 1’activité inhibitrice du ZPI envers le FXa. De fagon surprenante, I’analyse du
mécanisme par Huang et coll. a montré qu’en milieu purifié, le ZPI recombinant (rZPI) peut
se lier aux PL oxydés via son site de liaison a 1’héparine (73). Le rZPI préincubé avec les PL

oxydes est incapable de se complexer avec la PZ, expliquant la perte d’activité anti-FXa. Par
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contre, en présence de PZ ou d’héparine, cette liaison du ZPI aux PL oxydés n’est pas
observée, et de méme, I’intéraction est moins évidente avec du ZPI plasmatique (73). Il est
donc probable que ce phénomeéne se produise rarement dans des conditions physiologiques,
mais est a prendre en compte dans des conditions physiopathologiques, notamment en
présence d’un taux €levé de ZPI, qui alors n’est plus protégé par la PZ, puisque chez ’homme

la concentration de PZ est plus faible que celle du ZPlI.

Inhibition du FXla par le ZPI

Le ZPI peut aussi inhiber le FXla mais cette inhibition ne nécessite pas la présence des
cofacteurs précédemment cités (PZ, calcium et phospholipides) et n’est pas potentialisée par
le KHPM. Il a de plus été montré que I’inhibition du FXIa par le ZPI est atténuée en présence
de PZ, probablement en raison d’un changement allostérique du ZPI ou par un encombrement
stérique. Comme pour I’inhibition du FXa, le complexe FXlIa-ZPI n’est pas stable, et un

clivage du ZPI est observé faisant passer sa masse moléculaire de 72 a 68 kDa (62).

L’héparine non fractionnée (0,2 U/mL) potentialise ’inhibition du FXIa par le ZPT (t1, 25
secondes vs 50 secondes, et 99 % vs 93 % d’inhibition aprés 30min) (62). La steechiométrie
de I’inhibition du FXIa par le ZPI est de 8,6 + 0,8 mol ZPI/mol FXIa en absence d’héparine,
et 6,1 + 0,4 mol ZPI/mol FXla en présence de polysaccharides (66). Le ZPI possede une tres
forte affinité pour le FXla par rapport aux autres serpines plasmatiques (Tableau 1),
cependant, la concentration plasmatique du ZP1 est beaucoup plus faible que ces protéines, ce
qui signifie que dans le plasma I’inhibition du FXla serait de la méme importance celles des
autres serpines. Par contre, son activité inhibitrice pourrait étre importante pour un contrdle

local de I’activité du FXla.

Tableau 1 : Constantes d’inhibition (K;) du FXla plasmatique par les serpines.

Cl-inh ZPI AT AT + Hs

K; (FXla) 10° (M s) 1,6+0,1 440 + 20 0,3+0,04 1,1+0,1

La Ki a été déterminée apres incubation du FXla (0,5 nM) avec le C1-inh (50-400 nM), ou le
ZP1 (10-50 nM), ou [’antithrombine (AT, 200-1000 nM) * pentasaccharide (Hs, 2 puM)
pendant 3 & 140 min (74).
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Inhibition du FIXa

En 2005, Heeb et coll. ont décrit que le ZPI peut inhiber le FIXa dans le complexe tenase
(75), mais ce résultat n’a pu étre retrouvé et confirmé par d’autres équipes. Quelques années
plus tard, Rezaie et coll. ont démontré la particularitt de la «boucle 39 » du FIXa,
significativement moins acide que celle du FXa, ce qui limite son inhibition par les serpines,
indiquant ainsi que I’AT est le seul inhibiteur physiologique du FIXa (76). Ceci a été
confirmé en produisant une chimére de ZPI et d’AT (ZPI-AT %), la boucle réactive du ZPI
ayant été remplacée par celle de I’AT. L’effet inhibiteur de cette chimére sur le FIXa a été
étudié : comme attendu, cette chimere inhibe le FIXa en milieu purifié, cependant, elle n’a pas
d’effet sur un temps de céphaline avec activateur, car malgré sa faculté a inhiber le FIXa, le
ZP1-AT™?3 est rapidement clivé par le FXla (Cf ZPI substrat suicide du FXIa) (77).

c) Le complexe PZ-ZPI

Complexe équimolaire

La PZ circule sous forme de complexe équimolaire avec le ZPI dans le plasma. Le complexe
PZ-ZPI peut étre mis en évidence par chromatographie par gel filtration du plasma, au cours
de laquelle la séparation des protéines se fait en fonction de leur masse moléculaire. De la
méme fagon, les protéines purifiées de PZ et de ZPI peuvent former un complexe aprés 15
minutes d’incubation, ceci ne nécessitant ni calcium ni phospholipides (78). Sachant que chez
I’Homme, le ZPI est en exces par rapport & la PZ, toute la PZ est complexée au ZPI (78).
Cette forte affinité entre la PZ et le ZP1 est aussi retrouvée chez la souris, le complexe PZ-ZPI
peut étre observé sur chromatographie par exclusion de taille. Cependant c’est la PZ qui est en
exces chez la souris, entrainant ainsi la présence de PZ plasmatique libre (environ 65 % de la
PZ totale) et I’association de la totalité du ZPI & la PZ (79).

Sites dinteraction entre la PZ et le ZPI

Deux équipes ont déterminé par cristallographie la structure du complexe PZ-ZPI (61) (67).
Ces résultats ont montré que les molécules de ZPI et PZ sont liées par trois liaisons ioniques
formées par 10 résidus, 6 étant situés sur la PZ (H250, D246, E244, R350, R298, et H210) et
4 sur le ZPI (K239, D238, D74, et D293), mais aussi par des liaisons hydrophobes entre les
résidus L353 de la PZ, et Y240 et M71 du ZPI (Figure 11). Par la suite, Huang et coll ont
identifié la présence des résidus du ZPI cruciaux pour cette liaison et aussi I’importance du

domaine EGF2 de la PZ. Tout d’abord, en mutant les résidus du ZPI cités précédemment et
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impliqués dans la liaison avec la PZ (remplacement des résidus par 1’ Alanine), ils ont dans un
premier temps Vérifié que les variants du ZPI avaient conservé leur capacité a inhiber le FXa
et FXla en absence de PZ. Puis dans un deuxiéme temps, ils ont observés que les variants
D74A/D293A et D293A perdaient completement leur liaison a la PZ, la mutation Y240A
induisant une perte particlle de la liaison, les autres variants n’ayant pas d’impact sur
I’interaction PZ/ZPI. Ils ont conclu que seulement deux des 6 résidus du ZPI impliqués dans
sa liaison a la PZ sont cruciaux pour la formation du complexe PZ-ZPI : les résidus D293 et
Y240. La production de chiméres de PZ et de PC a montré 1I’importance du domaine EGF2 de
la PZ dans sa liaison au ZP1 (80).

Par cristallographie, il a été conclu que la potentialisation par la PZ de 1’effet inhibiteur du
ZPI sur le FXa résultait « simplement » d’un rapprochement spatial, par fixation de la PZ sur
les phospholipides via son domaine Gla (61). Cependant, en 2010, I’addition d’un fluorophore
sur différents sites du ZP1 a permis de montrer que la liaison a la PZ induit une modification

conformationnelle du ZPI au niveau de sa boucle réactive et de I’hélice A (67).

Figure 11 : Sites d’interaction entre la PZ et le ZPI.

(A) Représentation du complexe PZ/ZPI avec le ZP1 en violet et sa boucle réactive (RCL) en
jaune, la PZ en bleu et ses domaines EGF en rouge et marron. Les 3 acides aminés qui
correspondraient a la triade catalytique d’une sérine-protéase de la PZ sont représentés :
Lys178, Asp221 et Asp313. (B) sites d’interaction entre la PZ et le ZPI (67).
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Une autre étude structurale a montré que la PZ se dissocie du ZPI apres la formation du
complexe ZPI-FXa (80). Cette observation était prévisible puisque le ZPI clivé par le FXa ou
le complexe ZPI-FXa ne sont pas capables de lier la PZ (66), ce qui suggere que la PZ est un

catalyseur recyclable de la réaction d’inhibition du FXa par le ZPI.

d) Relevance physiologique

In vitro, 1’association PZ-ZPI retarde la formation de thrombine et diminue le taux de
thrombine généré dans un mélange constitué de prothrombine, de FXa, de FV, de
phospholipides et de calcium. En revanche, dans un mélange similaire, contenant du FVa au
lieu du FV, I’effet inhibiteur du complexe PZ-ZPI n’a pas d’effet, ce qui indique que 1’action
du complexe PZ-ZPI sur le FXa intervient assez tot dans la coagulation, avant ’activation du

facteur V et la formation du complexe prothrombinase (62).

Souris déficitaires en PZ et ZPI

Pour comprendre la relevance physiologique de la PZ et du ZPI dans la coagulation, des
souris deficitaires en PZ ou ZPI ont été générées. Ces souris sont viables et ne présentent
aucun trouble en absence de facteurs de risque externe. Il est constaté toutefois une
augmentation discrete de mortalité intra-utérine chez les souris déficitaires en ZP1 (81,82). Le
déficit en PZ ou ZPI est associé a une aggravation de la thrombose dans deux modéles
classiquement utilisés chez la souris, soit par injection de collagéne et d’adrénaline soit par
application de chlorure ferrique (FeCls), ce qui conduit respectivement a une embolie
pulmonaire entrainant la mort et a une occlusion des artéres carotidiennes (Figure 12) (81).

Ces deux modeles sont connus pour étre dépendants du facteur XI.

En combinaison avec le FV gigen, le déficit complet en ZPI (ZPI KO) est plus sévére que le
déficit complet en PZ (PZ KO). Les souris FV igen/PZ KO meurent dans les 6 semaines apres
leur naissance, tandis que les souris FVeigen /ZPI KO meurent aussi bien au cours de la
gestation qu’en période périnatale. Dans les deux cas, la mort est due & une coagulation
intravasculaire ou a une hémorragie faisant suite a la consommation des facteurs de la

coagulation, résultant d’un défaut de régulation de la coagulation (Tableau 2) (81).

31



>

80- 67%
o [1%]

:\; 60+

&

s 1 |27%

(=]

= 204

c L) L
PZ KO ZPI KO
n=15 n=15 n=17

Occluded (%)
H
T

WT

n=32 n=20

PZ KO

ZPI KO
n=22

Figure 12 : Effet d’un déficit en PZ ou ZPI sur la mortalité induite par injection de
collagéne et d’adrénaline (A) ou sur I’application de chlorure ferrique sur la carotide

(B).

WT : souris « sauvage » ; KO : souris dont le géne a été délété. L’injection de collagene et
d’adrénaline entraine une embolie pulmonaire et la mort des souris. L’application de
chlorure ferrique conduit a une occlusion des artéres carotidiennes (81).

Tableau 2 : Comparaison des fréguences génétiques de souris déficitaires en PZ ou ZPI
avec des souris FV gigen (FV A).

FV(AA) / PZ(+/-) x FV(AA) / PZ(+/-)
FV (AA)/PZ(+/+)
FV (AA)/PZ(+/-)
FV (AA)/PZ(-/-)

FV (ALA)/PZ(+/-) x FV(+/+) / PZ(-/-)
FV (AA)/PZ(+/-)
FV (A, +)/PZ(-/-)

observée

Fréquence

Fréquence
attendue

(a 6 semaines)

52%

25%

48%

50%

0%

25%

(a 6 semaines)

74%

50%

26%

50%

p<0,01

p<0,01

p<0,01

FV(AA) / ZPI(+/-) x FV(AA) / ZPI(+/-)
FV(AA) / ZPI(+/+)
FV(AA) / ZPI(+/-)
FV(AA) / ZPI(-/-)

FV(ALA) / ZPI(+/-) x FV(AA) / ZPI(+/-)
FV(AL) / ZPI(+/4)
FV(AA) / ZPI(+/-)
FV(AA) / ZPI(-/-)

Fréquence

observée

Fréquence
attendue

(ala naissance)

30%

25%

50%

50%

20%

25%

} p=0,013

(a6se

maines)

77%

25%

33%

50%

0%

25%

} p < 0,001

La fréquence des génotypes a été étudiée soit a la naissance, soit a 6 semaines.
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II- Lesysteme PZ et ZPI en pathologie

1) Valeurs de référence chez le sujet sain

La concentration plasmatique de la PZ a une large distribution et de plus, une différence entre
les valeurs moyennes dans différents pays est constatée (Tableau 3). Sachant que la plupart
des études utilisaient le méme kit commercial pour doser la PZ (dosage immunologique,
Asserachrom Diagnostica Stago), excluant ainsi 1’hypothése d’une différence selon la
méthode de dosage, cette différence suggere donc une différence selon 1’origine ethnique.
Ainsi, il a eté observé qu’une plus forte concentration plasmatique de PZ est retrouvée chez
les afro-américains comparée aux caucasiens (p = 0,0005) (83). La concentration plasmatique
de PZ ne semble pas présenter de variation avec 1’age (47), sauf dans une étude ou une

corrélation négative a été reportee (84).

Tableau 3 : Taux plasmatique de la PZ chez des sujets sains en fonction de I’origine
géographique.

Pays Nombre | PZ (ug/mL)
McQuillan et al. (85) Australie 186 1,16
Steffano et al. (86) Uruguay 36 2,71
Vasse et al. (87) France 88 2,29
Kobelt et al. (88) Suisse 192 1,5
Cesari et al.(89) Italie 352 1,74
Lopaciuk et al. (90) Pologne 100 1,64
Pardos-Gea et al.(91) Espagne 82 2,44
Oztlirk et al. (92) Turquie 24 1,41
Hinterleitner et al. (93) | Allemagne 68 1,99

De méme, la plupart des études ne mentionnent pas de différence selon le sexe, mais dans
quelques études, la concentration plasmatique de la PZ est plus élevée chez I’homme que chez
la femme (94) (95), ou inversement (96) (Tableau 4). Le taux plasmatique de PZ est faible
chez le nouveau-né (47) (97), surtout chez les prématurés ou ceux dont la mere a eu une pre-

éclampsie (98).
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Tableau 4 : Comparaison des taux plasmatiques de PZ chez des hommes et femmes
dépourvus de pathologie.

[PZ] (pg/mL) p

Memara (e | PP o™ e Hs F

Santacroce et al.(94) | 100 (41/59) 1,36+0,61 | 1,54+£0,70 | 1,24+0,52 0,035

Ravi et al. (95) 200 (100/100) | 1,42+0,5 | 1,50%+0,53 | 1,35+0,46 0,03

Fedi et al. (99) 265(219/46) | 1,73+0,59 | 1,69+0,6 | 1,91+0,48 0,004

Le taux plasmatique de PZ s’effondre aprés un traitement par les anticoagulants oraux comme
la warfarine (entre 1 et 16 % de la normale). La durée nécessaire pour obtenir cette diminution

du taux de PZ a permis d’évaluer sa demi-vie a environ 2 a 3 jours (47).

La concentration plasmatique du ZPI est de 1’ordre de 4,5 pug/mL, soit 62,5 nM. Sa
concentration plasmatique est fortement corrélée avec celle de la PZ. Lors d’un traitement par
la warfarine, le taux de PZ chute et une diminution du taux de ZPI est aussi constatée, alors
que cette protéine n’est pas vitamine K-dépendante. Aprés 1’arrét du traitement, le taux de PZ
est restauré et de la méme fagon, le taux de ZPI augmente proportionnellement a celui de la
PZ (figure 13) (100), ce qui suggere que le taux de PZ affecte la concentration plasmatique de
ZPI, soit au niveau de sa sécrétion, de sa localisation ou de sa clairance. Cette corrélation est
aussi retrouvée chez la souris, en effet chez les souris déficitaires en PZ ou ZPI, une
diminution de la protéine partenaire est constatée : chez les souris déficitaires en PZ, le taux
de ZPI est de 76 + 12 % et chez les souris déficitaires en ZPI, le taux de PZ est de 57 £ 12 %

de celui d’une souris « sauvage » de méme fond génétique (81).
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Figure 13: Variations du taux (en pourcentages) de PZ et ZPl pendant et apres
traitement a la warfarine.

Les points noirs représentent les valeurs mesurées en absence de traitement anti-vitamine K,
alors que les points blancs correspondent aux valeurs observées sous traitement par
warfarine (100).

2) Variations physiopathologiques

Quelques études ont été menées pour analyser la variation du taux plasmatique de la PZ dans
diverses maladies, essentiellement dans les thromboses artérielles et veineuses, et en
obstétrique. Par contre trés peu d’études ont analysé les taux plasmatiques de ZPI, sans doute

en raison de I’absence de trousse commerciale.

a) Dans les maladies hémorragiques

Initiallement, la PZ a été décrite comme favorisant la liaison de la thrombine aux
phospholipides, ainsi quelques études ont analysé le taux plasmatique de la PZ chez des
patients avec des saignements non expliqués. En 1995, Kemkes-Matthes et Matthes ont
rapporté une faible concentration plasmatique de PZ chez 36 patients avec des probléemes
hémorragiques (hématomes, saignements post-opératoires, saignements au contact d’objet
tranchant, augmentation des saignements menstruels chez les femmes, saignements apres
I’extraction d’une dent) comparés a une population témoin (1,4 pg/mL vs 2,68 pg/mL, p <
0.001). De méme, en 1998, un taux plasmatique faible de PZ a été observé chez les hommes
avec des probléemes hémorragiques comparé aux témoins (p = 0,04), sans que cela ne soit

retrouve chez les femmes (Figure 14) (95). Par contre, une autre étude n’a pas pu montrer une
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difference sur le taux de PZ chez 15 patients avec des saignements sans cause apparente

comparé aux taux de PZ chez les témoins (101).
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Figure 14 : Concentration plasmatique de la PZ chez des patients avec des problemes
hémorragiques.

Un score de saignement, qui attribue 0, 1 ou 2 points selon la localisation du saignement
(102), a été attriubué aux 48 patients analysés : 21 avaient une suspicion de tendance
hémorragique (score 1-2), 15 avaient une tendance hémorragique anormale (score 3) et 12
avaient des hémorragies sans équivoque (score >4). Une diminution significative du taux de
PZ chez les patients de sexe masculin a été constatée par rapport aux témoins (p = 0,04) (95).

En 2018, Hinterleitner et coll. ont associé un déficit en PZ a une augmentation des risques
hémorragiques postopératoires. Ils ont observé qu’aprés une chirurgie de la sphére ORL, 41 %
des patients qui ont eu des complications hémorragiques (hémorragie sévere, nécessitant une
transfusion sanguine ou une intervention chirurgicale pour contréler le saignement) avaient un
faible taux de PZ (< 1,5 pg/mL), contre 23,5 % des patients opérés sans complication
hémorragique (p = 0,015). lls en ont conclu qu’un déficit en PZ est un facteur de risque
hémorragique (93). Cependant, il s’agit d’une étude rétrospective dont les limites sont

connues.

b) Dans la pathologie thrombo-embolique

Une premiére étude menée par Vasse et coll. a montré qu’il y avait une augmentation de la
fréquence du déficit en PZ (< 1 mg/L) chez des patients jeunes (médiane = 36 ans) ayant eu
un accident vasculaire cerébral (AVC) ischéemique, sans autre facteur de risque identifié, alors

qu’il n’existait pas une augmentation de la fréquence chez les patients avec une thrombose
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veineuse. Cette étude a été réalisée en France sur 169 patients ayant eu un AVC ischémique et
88 volontaires sains. La concentration moyenne de PZ était plus faible chez les patients ayant
développés un AVC. Par ailleurs, 19,5% de ces patients avaient un déficit en PZ, contre 5%
des sujets sains (Figure 15) (87). Cependant, des études ultérieures ont montré des résultats
contradictoires, notamment celle réalisée par Kobelt et coll. en Suisse, n’observant pas de
différence entre la concentration moyenne de PZ chez 125 patients ayant eu un AVC
ischémique comparé a 192 témoins. Au contraire, ils ont conclu qu’une augmentation de la
concentration de PZ était un facteur de risque pour la survenue d’AVC ischémique (88). Ces
résultats contradictoires peuvent s’expliquer entre autres par le nombre limité de patients
inclus dans les études et le choix des groupes contrdles (personnes saines, age et sexe), le
moment du prélevement (en phase aigué de 1’épisode ischémique, ou a distance (délai d’au

moins 3 mois apres 1’accident ischémique) et la présence de comorbidités (diabéte, 1ésions

athéromateuses).
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Figure 15 : Distribution de la concentration plasmatique de PZ chez les témoins et les
patients ayant eu une thrombose veineuse profonde (TVP) ou un accident vaculaire
cérébral (AVC) ischémique (87).

Sofi et coll. ont réalisé une méta-analyse regroupant 2054 patients atteints de pathologies
artérielles (contre 3033 controles), et 1297 patients avec des thromboses veineuses (contre
1399 controles). Il a été montré qu’un déficit en PZ était un facteur de risque pour les

maladies thrombotiques artérielles (OR 2,67, IC 95% : 1,6-4,48, p = 0,0002), ce qui inclut les
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AVC ischemiques, les syndromes coronariens aigus, les maladies coronariennes chroniques et

les maladies vasculaires artérielles (Figure 15).

Study Weight (%) Odds ratio (95%Cl) Odds ratio (95%Cl)
Vasse et al. 2001 (IS)° 58 5.10 (1.74-14.92) —
Kobelt et al. 2001 6.3 0.40 (0.17-0.95) ——
Lopaciuk et al. 2002 5.2 1.52 (0.41-5.60) —_——
Heeb et al. 20020 7.1 2.60 (1.54-4.40) -
Koutroubakis et al. 2003" 3.2 7.1 (0.80-63)
Fedi et al. 20032 5.7 3.30 (1.11-9.80) S
McQuillan et al, 2003 7.0 0.33 (0.18-0.59) - 3
Ayoub et al. 2004 49 11.41 (2.668-46.09) | ——
Morange et al. 200416 73 1.1 (0.70-1.76) —=
Sofi et al. 2005 (ACS)"® 59 3.20 (1.12-9.10) ——
Sofi et al. 2005 (CAD)" 6.7 2,70 (1.31-5.55) -
Koren-Michowitz et al. 20052 47 3.00 (0.68-13.20) .
Kolaiis et al. 20072 32 4,35 (0.48-39.71) —
Sofi et al. 20072 6.7 5.83 (2.83-12.01) .
Pardos-Gea et al. 2007 (ART)? 3.0 52.10 (5.08-534.56)
van Goor et al. 2008% 48 510 (1.19-21.79) —_—
Sofi et al. 2009 6.2 5.40 (2.18-13.38) ——
Le Cam-Duchez et al. 2009 63 150 (0.61-3.67) —_—

Total 100 2.67 (1.60-4.48) A 4

0 05 1 5 10 100
Decreased risk Increased risk

Figure 16 : Méta-analyse du risque thrombotique artériel associé a une diminution du
taux plasmatique de protéine Z (103).

En 2016, une étude menée aux Etats-Unis sur 239 patients ayant présenté un AVC
cryptogénique ischémique (contre 351 contrdles), n’a pas observé de différence significative
du taux moyen de PZ entre patients et témoins, mais a observé qu’une concentration
plasmatique élevée de PZ (> 2,5 ug/mL) était plus fréquente chez les sujets ayant présenté un
AVC ischémique (OR=2,41, IC 95 % : 1,34-4,34, p=0,003). lls ont également analysé les
polymorphismes du gene PROZ chez leurs patients et ont observé que les polmorphismes
G79A et A13G étaient associés a un taux plasmatique plus faible de PZ et moins représentés
chez les patients ayant fait un AVC cryptogénique. Toutefois, leur série de patients a été
collectée sur une période longue (octobre 2002 a septembre 2012), et plus de la moiti¢ n’ont
pas eu de suivi, ce qui ne permet pas d’exclure des épisodes de fibrillation auriculaire
transitoires. De plus, il faut noter que les patients avaient des facteurs de risque clairement

identifiés d’AVC, comme une hyperhomocystéinémie, la prise de contraception orale lors de
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I’AVC, une dyslipidémie (31,2 % des patients) ou étaient fumeurs (14,1 % des patients).
Enfin, il faut noter dans leur population un taux élevé de foramen ovale (58,6 % des patients
contre 23,4 % dans la population témoin, p < 0,001) (104).

Dans la méta-analyse de Sofi et coll., il a été également conclu qu’un déficit en PZ était aussi
un facteur de risque de maladies thrombo-emboliques veineuses (OR 2,18, IC 95% : 1,19-
4,00; p= 0,01) (103). Inversement, il a été montré, dans la Tromsd Cohort, qu’une
augmentation du taux de PZ était un facteur prédictif de la survenue d’un épisode thrombo-
embolique veineux (105). Ces résultats sont tres surprenants et sont expliqués par les auteurs
comme étant possiblement diis a une compétition entre I’AT et le complexe PZ/ZPI pour

inhiber le facteur Xa.

Concernant le ZPI, seulement deux études ont été réalisées pour analyser le taux plasmatique
de ZPI chez des patients avec des thromboses veineuses ou artérielles (tableau 5). Il a été
observé qu’un taux faible de ZPI pouvait étre un facteur de risque de thrombose artérielle, ce
qui n’est pas le cas de la thrombose veineuse (100,106). Ces résultats rappelent ceux obtenus
avec la PZ, d’ailleurs le dosage de la PZ chez les mémes patients aboutit a la méme

conclusion.

Tableau 5 : Risques associées au dernier tertile, le plus faible, des taux plasmatiques de
PZ et ZPI dans les maladies thrombotiques veineuses et artérielles.

. Nombre ZPl Pz
Pathologie /P
(T/P) | or(95%IC) p OR (95 % IC) p
Thromboses veineuses (100) 426/471 0,8(0,5-1,2) ns 1,3 (0,9-2,0) ns

Thromboses artérielles (106) 95/190 2,4 (1,1-5,5) 0,03 5,4 (2,2-13,5) | <0,0001

T/P : nombre des témoins et patients. ns : non significatif

c) Au cours de la grossesse normale ou pathologique

Au cours de la grossesse, un état d’hypercoagulabilité est présent pour contréler le
saignement, d0 a une augmentation des facteurs de la coagulation (fibrinogene, FVII, FVIII,

FX, Facteur Willebrand...) et une diminution des protéines anticoagulantes comme la PS.

Le taux plasmatique de la PZ est corrélé au terme de la grossesse, une augmentation
significative du taux de PZ est observée a partir du second trimestre de grossesse et continue

d’augmenter jusqu’a I’accouchement (107). 1l a été proposé que cette augmentation compense
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I’augmentation du taux de FX (108). L’absence d’augmentation du taux de PZ constatée au
cours de la grossesse chez des patientes avec une hypertension ou un diabéte associés a leur
grossesse, ou dont I’enfant a un poids anormalement faible a la naissance a €té proposé
comme marqueur de pathologie obstétricale (109). De méme, une augmentation du taux
plasmatique de ZPI a aussi été remarqué, rappelant la corrélation des taux plasmatiques des
deux protéines (Figure 17) (107).
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Figure 17 : Variations des taux plasmatiques de PZ et ZPI au cours de la grossesse.

Aet B : grossesse normale, C et D : femmes avec des fausses couches répétées, différence non
significative pour le taux de ZPI (p = 0.30) et significative pour le taux de PZ (p = 0.003), n
= 42 témoins femmes non enceintes (T) et n = 134 femmes avec des fausses couches répétées
(P) (107).

Dans 1’étude de Gris et coll, un déficit en PZ est associé a des fausses-couches récurrentes
entre 10 et 15 semaines de grossesse, ce qui n’est pas le cas avec les fausses couches plus
précoces (@ moins de 8 semaines de grossesse) (110). Ceci pourrait étre du au fait qu’une
diminution du taux de PZ empéche I’invasion du trophoblaste par les artéres spiralées, sachant
qu’une forte concentration de PZ est observée au niveau des villosités trophoblastiques (111).
D’autres complications obstétricales comme une mort feetale in utero, un retard du
développement intra-utérin, une pré-éclampsie, un HELLP (Hemolysis, Elevated Liver
enzymes, Low Platelet counts) syndrome, ou une fausse couche sans cause apparente ont été
montrées par différentes études (tableau 6). La méta-analyse de Sofi et coll. confirme cette
forte association entre un déficit en PZ et les complications obstétricales (OR= 4,17, IC 95% :
2,31-7,52, p < 0,00001).
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Tableau 5 :

Déficit en PZ et complications obstétricales.

Caractéristiques de la Protéine Z
population
Pathologies Ethnie Nombres | Moyenne | Patients | Témoins p
(Patient/ |d’age de
témoin) | gestation
Gris et al., | mort feetale précoce | Caucasien | 200/200 | 10-19 sem NR 2,08 <10*
2002 (110)
Grandone | mort feetale précoce 124/60 <14 sem 1,37 1,43 ns
et al., 2004 | a répétition
(112)
Bretelle et | préeclampsie Caucasien | 29/34 31lsem 1,75 1,63 0,23 ns
al., 2005 _retard de croissance 25/34 32 sem 1,79 0,041
(113) mtra—l_Jtérine _
Mort intra-utérine 16/34 28 sem 1,57 0,0031
Paidas et | préeclampsie, Hispanique | 106/103 1% 2,01 2,34 <0,024
al. 2005 | saignement, 57% trimestre
délivrance Caucasien
(114) prématuré 27 0 2°me 1,47 1,98 <0,0001
Asiatique trimestre
14% 3™ 1,55 1,93 |<0,0002
trimestre
Erez et al., | préeclampsie Afro- 130/71 33,9/30 1,6 2,4 <0,01
2007 (108) américain
(80 %)
Kusanovic |accouchement NR 54/71 | 2°™et3"™| 212 2.39 0.008
et al., 2007 | prématuré trimestres
(115)
Topalidou | mort feetale précoce | Caucasien | 51/47 8-12 sem 1,28 1,97 <0,001
et al, 2009 | a répétition (n=2 ou
(116) 3)
Kaygusuz |HELLP syndrome Arabe 29/25 NR 0,86 1,73 <0,001
etal, 2011
(117)
Al-Shaikh | fausses couches a Arabe 287/308 <0.002*
et al, 2013 | répétition
(118)
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*dans cette étude, le taux plasmatique de PZ était diminue et associé au polymorphisme G79A
et 2 autres polymorphismes rs302473 et rs3024731, qui ont été montrés comme facteur de
risque de fausses couches a répétition. NR : non renseigné, ns : non significatif.

La présence d’anticorps anti-PZ a également été observée au cours de la grossesse. L’étude de
Gris et coll. a observé, chez 171 femmes avec pertes feetales a répétition ou pré-eclampsies,
sans autres anomalies de la coagulation ou d’auto-immunité, un taux élevé d’anti-PZ (1gG
et/ou IgM) par rapport au taux d’anti-PZ chez 191 femmes sans complications obstétricales
(p< 0,001). Il n’y avait pas de corrélation entre le taux de PZ et le taux d’anticorps anti-PZ,
sauf dans un sous-groupe de femmes ayant eu des fausses-couches récurrentes, ou une
corrélation inverse était présente entre le taux plasmatique de PZ et d’IgM anti-PZ (119).
Malgré un traitement par enoxaparine, il a été décrit une évolution de grossesse moins
favorable chez les patientes ayant un déficit en PZ ou des anticorps anti-PZ que chez les
femmes ayant une autre anomalie de la coagulation (mutation Il ou V Leiden hétérozygote,
déficit en protéine S) (120). Cette association entre un taux élevé d’anticorps anti-PZ et
complications obstétricales a été confirmée par d’autres études (121), (122). Aucune étude n’a
observé de corrélation entre un déficit en PZ et un taux élevé d’anticorps anti-PZ. Cette
absence de corrélation suggeére que la présence d’anticorps anti-PZ limite la fonctionnalité de
la PZ. Ainsi, un déficit en PZ ou la présence d’une forte concentration d’anticorps circulant

anti-PZ semble constituer un facteur de risque de développer une complication obstétricale.

d) Syndrome des antiphospholipides (SAPL)

Le SAPL est une maladie auto-immune caractérisée par la survenue de thromboses artérielles
et/ou veineuses, souvent associée a des pertes feetales récurrentes, éventuellement une
thrombopénie modérée et la présence d’anticorps antiphospholipides (aPL). Le terme aPL
regroupe une large famille d’anticorps reconnaissants les phospholipides anioniques
(anticorps anticardiolipine aCL) ou neutres (anticorps antiphosphatidyléthanolamine aPE),
ainsi que des protéines associées a ces phospholipides ou ces protéines seules, notamment les
anticorps anti-p, glycoprotéine-1 (B,GPI), les anticorps anti-prothrombine, -protéine S, -
annexin 'V, ou -FXIIlI (123). Ces aPL peuvent étre détectés par des techniques
immunologiques type ELISA, ou par des tests de coagulation, appelés alors anticoagulant
lupique.

Un taux faible de PZ a été décrit chez des patients ayant des aPL (86), (124), (125) tandis que
le taux de ZPI n’était pas différent entre patients et témoins (125). Le déficit en PZ est
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principalement retrouvé chez les patients avec des anticoagulants lupiques, avec ou sans aCL
(86). De plus, il a été montré qu’en présence d’anti-B,GPI et d’aPL, I’inhibition du FXa par le
complexe PZ-ZP1 est moins efficace. Comme aucune interaction directe entre aPL et PZ n’a
été mise en évidence, les auteurs suggerent que cette interférence résulte de la compétition
entre B,GPl-aPL et PZ-ZPI a se fixer aux phospholipides. Ainsi, la présence simultanée d’aPL
et d’un déficit en PZ augmenterait le risque d’avoir une thrombose artérielle d’un facteur 7

(125).

Sailer et coll., chez 102 patients avec des anticorps antilupiques persistants a évalué la
fréquence d’anticorps anti-PZ. Une augmentation significative de la fréquence d’anti-PZ de
type IgM par rapport a une population témoin sans lupus anticoagulant a été observée (126).
Contrairement aux anticorps anti-p,GPI ou aCL, la présence des anticorps anti-PZ n’est pas
associée a un risque thrombotique accru. En 2018, une autre étude a évalué le taux d’anticorps
anti-PZ chez 86 patients avec aCL, et a montré une fréquence plus élevée d’anticorps anti-PZ,
IgG et IgM, chez les patients comparés aux contrdles (n = 59). Comme dans 1’étude
précédente, il n’y avait pas de différence entre la fréquence de 1’anticorps anti-PZ chez les
patients avec ou sans épisode thrombotique, par contre sur les 8 femmes avec une perte
feetale, 7 d’entre elles avaient des anti-PZ (127).

En 2016, une étude a observé que le polymorphisme G79A de PROZ, qui est associé a un
taux plus faible de PZ, pourrait étre « protecteur » envers le SAPL. Seulement 20 % des
patients avec un SAPL étaient hétérozygotes pour le génotype (GA) (n = 60), contre 56,1 %
des contrdles (n = 41), et une fréquence plus faible de 1’alléle A est constatée chez les patients

comparés aux contréles (p = 0,001) (128), sans que toutefois un mécanisme ait été proposé.

e) Inflammation

In vitro, la synthese de PZ par des hépatocytes en culture ne semble pas étre influencée par la
présence de cytokines pro-inflammatoires (129), tandis que 1’Oncostatine M (une cytokine de
la famille de I’TL-6) augmente la sécrétion de PZ seulement sur les capillaires des cellules
endothéliales (55).

Une variation du taux plasmatigue de PZ a été décrite dans certaines situations
inflammatoires, mais les études sont contradictoires. En 1999, une premiére observation a
associé une forte concentration plasmatique en IL-6 ou en fibrinogene a un faible taux

plasmatique de PZ chez des patients atteints de lymphome ou de leucémie aigiie (130). La
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méme observation est faite en 2017, ou Gutwein et coll. ont montré une corrélation négative
entre le taux d’IL-6 et de PZ chez des patients avec un myélome multiple (r =-0,7, p <0,01)
(131). Par contre, Cesari et coll. ont rapporté une augmentation du taux plasmatique de PZ (de
1,54 pg/ml a 1,91 pg/ml, p < 0,04) trois jours aprés une angioplastie coronaire (132). Les
morbidités des patients peuvent expliquer en partie les conclusions contradictoires de ces
études, en effet la diminution de la PZ dans les hémopathies peut étre la conséquence d’une

consommation faisant suite a un état prothrombotique du patient.

Concernant le ZPI, chez 98 patientes ayant subi une ovariectomie, il a été observé une
augmentation des protéines de I’inflammation comme la CRP ou le fibrinogéne, mais aussi
une augmentation du taux de ZPI, indépendante du statut en oestrogéne. L’augmentation de la
concentration plasmatique de ZPI aprées chirurgie n’était pas corrélée a I’augmentation de
CRP ou du fibrinogene (1). Inversement Doat et coll. ont observé une corrélation entre CRP et
ZP1 chez des patients atteints de cancers digestifs (2). Le taux de PZ pré- et post-opératoire

n’était pas significativement différent chez ces femmes ovariectomisées.

Il a également été observé une augmentation significative (p = 0,023) de ZPI chez 11 patients
ayant un rejet aigu apres une transplantation rénale (augmentation de 1,23 fois par rapport au

taux basal, avant transplantation), corrélé avec I’inflammation due au rejet (133).

De plus, il a également été décrit une augmentation de ZPI (1,45 fois le taux de la population
témoin, p < 0,05) chez les patients atteints de cirrhose a un stade avancé (134). Comme il
existe une régénération cellulaire lors des cirrhoses, cela est a rapprocher de 1’augmentation
de Rasp-1, homologue chez le rat du ZPI humain, caractérisé par sa capacité a augmenter

apres hépatectomie (63).

Des études chez la souris ont permis de mieux comprendre la relation entre taux plasmatiques
de PZ, ZPI et I’inflammation. Dans un modele de phase aigué de I’inflammation, consistant
en injection sous-cutanée de turpentine, il a été observé une augmentation a J2 du taux
plasmatique de ZP1 aux environs de 275 %, alors que I’augmentation du taux plasmatique de
PZ est plus tardive (J4) et modérée (= 175 %) chez des souris « sauvages » (79). Cependant, il
n’y a pas d’augmentation de la PZ lorsque I’injection de turpentine est réalisée sur des souris
déficitaires en ZPI (ZPI-KO), alors qu’une augmentation de ZPI est observée chez les souris
déficitaires en PZ (PZ-KO) (figures 18 A et B). Le dosage des ARNmM montre une
augmentation des ARNm du ZPI aprés injection de la turpentine sans modification des ARNm

de la PZ (figure 18 C), ce qui suggére que le ZPI est une protéine de I’inflammation et que

44



I’augmentation du taux de PZ fait seulement suite a celle du ZPI, en augmentant sa demi-vie.
Cette absence d’augmentation des ARNm de PZ en réponse a des cytokines pro-
inflammatoires ou a des surnageants de monocytes stimulés par du LPS avait déja été décrite

par Vasse et coll. en 2002 sur la lignée hépatocytaire HepG2 (129).
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Figure 18 : Variations des taux plasmatiques de PZ et ZPI apres injection sous-cutanée
de turpentine chez des souris « sauvages » ou déficitaires (KO) en PZ ou ZPI.

A, B) Variations de la concentration plasmatique de ZPI ou de PZ. C) Variations des ARNm
de ZPI, de PZ et de fibrinogéne dans les hépatocytes de souris traitées par turpentine (79).

f) Dans les cancers

Dans une étude incluant 30 patients ayant une hémopathie maligne, aucune différence n’a été

relevée entre le taux plasmatique de PZ des malades comparé a celui des contrbles (130).

Dans une autre étude sur 80 patients ayant différentes tumeurs malignes, une diminution du

taux de PZ a été constatée chez des patients, les plus fortes diminutions étant associées aux

stades les plus avancés du cancer. Les auteurs ont conclu qu’un faible taux de PZ était un

critére de mauvais pronostic (135).

Dans les cancers digestifs, au diagnostic, il n’a pas été mis en évidence d’augmentation du

ZP1 ni de PZ, mais une absence de corrélation entre les taux plasmatiques de ZPI et de PZ qui

pourrait étre expliquée par une production ectopique de ces protéines par les cellules

cancéreuses, d’autant plus que la corrélation est retrouvée chez les patients en rémission. En

revanche, le taux de ZPI était corrélé au taux de CRP, suggérant un lien entre valeur

plasmatique de ZP1 et inflammation (2).
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Dans le cancer du pancréas, une surexpression de I’ARNm du ZPI au niveau des cellules
tumorales a été décrite, et elle est plus marquée pour les stades métastatiques (136). La
présence de ’ARNm du ZPI a aussi été détectée chez les cellules entérochromaffines et
neuroendocriniennes dans les cas de cancer gastro-intestinal (137). De plus, des études
immunohistochimiques ont permis d’affirmer la présence du ZPI et de la PZ dans les cellules

de cancer du sein, alors que le tissu mammaire sain n’en contient pas (138,139).

La PZ et le ZPI sont exprimés & la surface des cellules cancéreuses, des cellules endothéliales
et des Tumor-associated macrophages (TAMSs) dans le cancer des poumons non & petites
cellules (140). Dans le cancer du c6lon, les ARNm du ZPI et de la PZ sont retrouvés dans les
cellules cancéreuses, ainsi qu’une colocalisation entre PZ/ZPI et le FX a la surface des
cellules canceéreuses et des TAMs (141). De méme, dans le cancer gastrique, une
colocatisation de PZ/ZPI et du FX a été mise en évidence a la surface des cellules
cancéreuses, des cellules endothéliales et des TAMSs ainsi que les ARNm de PZ et ZPI dans

les cellules cancéreuses (142).

g) Polymorphismes/mutations et phénotypes associés

Les polymorphismes identifies de la PZ sont corrélés a une diminution de son taux
plasmatique (Tableau 6). De ce fait, les analyses des polymorphismes chez les patients vont
dans le méme sens que les effets d’un déficit en PZ. A ce titre, la mutation G79A a été décrite
comme associée a des complications obstétricales chez les femmes enceintes (143), (118). Le

polymorphisme G42A a aussi été montré comme associé a des pertes feetales (144).

Tableau 6 : Impact des polymorphismes de la PZ sur sa concentration plasmatique (145).

Polymorphismes [PZ] plasmatique (ug/mL) p
moyenne * SD

PZ A13G
AA 2,16 +0,59
AG 1,78 £ 0,58 <0,02

GG (n= 0)

PZ G103A
GG 2,27+0,54
GA 1,77 £ 0,53 < 0,001
AA 0,74 < 0,005

PZG79A

GG 2,33+0,48
GA 1,79 £ 0,60 < 0,001
AA 1,15 +0,35 < 0,005
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Deux polymorphismes du ZP1, R67X et W303X, ont été particulierement étudiés depuis leur
identification, ils induisent un codon stop au cours de la traduction de la protéine. Les auteurs
ont supposés qu’une expression de seulement 50 % du ZPI serait présente chez les personnes
hétérozygotes pour ces 2 polymorphismes, sans qu’aucune étude n’a pour le moment évalué

le taux de ZPI plasmatique chez ces patients (58).

Les premiers résultats, obtenus chez 250 patients avec des antécédants thrombo-emboliques,
en comparaison a 250 témoins, ont montre une association entre les polymorphismes R67X et
W303X du ZP1 et le développement de thrombose veineuse profonde (TVP) (58). Par contre,
Fabbro et coll. n’ont pas trouvé de lien entre ces deux polymorphismes et 1’apparition de TVP
dans une cohorte de 183 patients (146). Finalement, une méta-analyse comprenant 5 études, et
regroupant pres de 5000 patients a conclu a 1’absence d’association entre les polymorphismes
R67X et W303X du ZPI et TVP (OR 1,63; 95% IC 0,84-3,16 et OR 1,21; 95% IC 0,29-4.98

respectivement) (60).

Ces deux polymorphismes du ZPI ont aussi été étudiés dans d’autres pathologies. Une
fréquence plus élevée de R67X et W303X a notamment été remarqué chez des femmes ayant
eu des fausses couches a répétition. Comme les fausses couches induites par ces
polymorphismes étaient observées plus tard dans le développement de I’embryon, il a été

suggéré que le systeme PZ/ZPI entraine des problemes de pérméabilité vasculaire (147).

Tableau 7 : Polymorphismes nucléotidiques (single-nucleotide polymorphism, SNP) du
gene codant pour le ZPI chez les patients avec des fausses couches a répétition.

Position du
SNP géne Alléle | Contr6les* | Patients* | pvalue | OR (95 % IC)
R67X 728 C>T C:T 14 (0,02) 34 (0,06) 0,003 | 2.66 (1.40-4.87)
W303X 1438 G>A G:A 12 (0,02) 27 (0,05) 0,014 | 2.44 (1.21-4.71)

*304 sujets sains et 288 femmes avec des fausses couches a répétition ont été analysés, la
fréquence des polymorphismes est entre parenthese (147).

Il a également été recherché une association entre les polymorphismes R67X et W303X du
ZP1 et des thromboses de prothése valvulaire : aucune association n’a pas pu étre mise en
évidence. Mais ces polymorphismes sont rares, seule une personne sur les 20 sujets étudiés
présentait R67X (148), par conséquent un nombre plus conséquent de patients serait

nécessaire pour pouvoir conclure. En 2016, un polymorphisme nucleotidique a aussi été
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identifié avec le séquencage nouvelle génération (NGS), le rs2232710, puis étudié chez des

patients avec une TVP, qui S’est conclue par I’absence d’association (149).

I11- Interactions entre coagulation et inflammation

La coagulation et I’inflammation sont deux systéemes de défense complémentaires dans
I’élimination des pathogénes, la limitation de leur infiltration tissulaire, et la restauration de
I’homéostasie. Il existe une forte interaction entre ces deux systémes : en effet 1’inflammation
conduit a I’activation de la coagulation, et les facteurs de la coagulation sont responsables de

la production de médiateurs de 1’inflammation.

1) Le systéme immunitaire inné

Les cellules immunitaires et les cellules endothéliales ont des récepteurs nommés « Pattern
Recognition Receptors » (PRRs), qui reconnaissent le motif « Pathogen-Associated Molecular
Patterns » (PAMPs) a la surface des pathogenes, motif non présent chez les vertébrés. Cette
identification va entrainer la transduction du signal et ainsi la sécrétion de cytokines, de
chimiokines et autres médiateurs de I’inflammation (150). Les PRRs peuvent aussi
reconnaitre les médiateurs d’une inflammation dite stérile, en absence de pathogene, induite
par un traumatisme meécanique, une ischémie ou un stress environnemental, ce sont les
« Danger-Associated Molecular Patterns » (DAMPSs), qui peuvent également stimuler la
réponse immunitaire (151). Le plus connu des PAMPs est le lipopolysaccharides (LPS) des
bactéries Gram négatives, et son PRR est le « Toll-like Receptor » de type 4 (TLR4). La
reconnaissance d’un composant microbien par le TLR entraine une cascade de réponses
cellulaires, conduisant a 1’activation du facteur de transcription NF-«B et a la production de

cytokines inflammatoires (152).
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L > Cytokines
Figure 19 : Fixation du LPS a son récepteur TLR4 et induction de la sécrétion de

cytokines.
Le LPS en se fixant sur son récepteur TLR4, en présence de ses cofacteurs MD2 et CD14, va

activer la voie du Myd88. Cette voie va entrainer la phosphorylation d’IkB et des MAPK
(ERK, JNK et p38), ce qui conduit a la translocation des facteurs de transcription NFxB et
AP-1 dans le noyau et finalement la sécrétion de cytokines.

2) L’immunothrombose

La thrombose est une déviation pathologique de I’hémostase, caractérisée par la formation
d’un thrombus intravasculaire sans «lésion» conduisant a [’occlusion du vaisseau.
Cependant, il a aussi été suggéré que la thrombose serait un processus physiologique, servant
d’effecteur intrinséque a I'immunité innée, ce rbdle physiologique est appelé
immunothrombose  (4). Des mécanismes moléculaires  spécifiques  constituent
I’immunothrombose, suggérant que c’est un processus de défense indépendant et un elément
crucial dans I’immunité intravasculaire permettant la détection et la protection contre les

pathogenes.

a) L’expression du FT

L’activation des cellules immunitaires (principalement les monocytes) lors d’une infection,

conduit a I’expression de FT & leur surface, FT qui retrouvé également sur les microparticules
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libérées par activation cellulaire (153,154). Le FT est le principal activateur de la coagulation,
et peut aussi étre exprimé par d’autres types cellulaires, tels que les neutrophiles, les
éosinophiles, ou encore les plaquettes (155-157). L’activation de la coagulation entraine la
formation de microthrombi dans les petits vaisseaux, qui agit comme une matrice et empéche
la propagation de 1’agent pathogéne et 1’invasion tissulaire (158). Les cellules immunitaires
vont s’accumuler localement et les cellules endothéliales de la microcirculation adoptent alors

un phénotype pro-adhésif (159).

Les protéases de la coagulation, notamment le FVIla, le FXa et la thrombine possédent une
activité pro-inflammatoire en se liant a leurs récepteurs « Protease Activated Receptors »
(PAR) présents a la surface des plaquettes, des cellules endothéliales et des leucocytes (Figure
20) (160). La plus connue est I’interaction de la thrombine avec PAR-1 entrainant son clivage
et conduisant a la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires comme I’'IL-6 et 1’IL-8, ainsi
qu’a I’expression des molécules d’adhésion (P-sélectine, E-sélectine, ICAM-1, VCAM-1). La
thrombine va ainsi activer et fragiliser la barriére endothéliale favorisant sa perméabilité (161)

et activer les plaquettes.

PARs —— Platelet activation

fiborin —— Clotting
/ lla Anticoagulant

T? - TI?VH a , m E APC <Antiinflammatory

Antiapoptotic

lia PAR1 Proinflamnmtory
Proapoptotic

PAR-4 .
o \,mx — Proinflammatory

hll
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Figure 20 : Role des récepteurs aux protéases activées (PARs) dans I’interrelation entre
I’inflammation et la coagulation.

L’expression du facteur tissulaire (TF) active la coagulation et conduit a la formation de la
thrombine (I1a). La thrombine active les plaquettes, clive le fibrinogene, et en se fixant a la
thrombomoduline (TM) va activer la protéine C, elle-méme fixée a son récepteur (E), pour
générer de [’APC. La thrombine active aussi les PAR-1 et PAR-4, tandis que le complexe TF-
Vlla-Xa active PAR-1 et PAR-2 (162).
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b) Les Neutrophil Extracellular Traps (NETS)

Les neutrophiles peuvent phagocyter les agents pathogenes et secréter des granules pour les
éliminer, ou encore libérer leur contenu nucléaire formé essentiellement des histones et des
fragments d’ADN. Ce dernier mécanisme, qui est une forme de mort cellulaire différent de la
nécrose et de 1’apoptose, permet la libération des NETS, est appelé NETose. Les NETs sont
constitués de fibre de chromatines et d’histones, recouverts d’enzymes comme 1’¢lastase
neutrophile, la myelopéroxydase, la cathepsine G et de peptides antimicrobiens comme la
défensine et cathelicidine. Lors de sa mise en évidence, la NETose a été induite par le
traitement des neutrophiles par le phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (163). Par la suite,
d’autres inducteurs ont été décrits, incluant les bactéries et leurs composants, les
champignons, les virus, les protozoaires, les plaquettes activées, les autoanticorps, 1’IL-8 ou

encore les fumées de cigarette (164).

Figure 21 : Image en microscopie électronique d’un polynucléaire neutrophile formant
des NETSs.

Le polynucléaire est représenté en rose, les NETs, colorés en vert, forment une toile
s échappant de la membrane plasmatique (165).
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Les NETs jouent un réle crucial dans la défense de I’organisme, d’une part, par une activité
antimicrobienne directe, en se liant aux bactéries & Gram positif et négatif, et en les éliminant
grace aux enzymes et peptides antimicrobiens a leur surface; et d’autre part, par un

mécanisme procoagulant :

- L’ADN chargé négativement peut activer le FXII et ainsi la voie du systéeme contact.
Dans un modele de thrombose artérielle chez la souris (application de FeCls sur
I’artére carotidienne), les souris déplétées en neutrophiles par injection d’anticorps
anti-Ly6G ne présentent pas de NETs et développent moins de thrombi par rapport
aux souris controles. Le méme constat est retrouve chez les souris ayant recu de la
DNasel, responsable d’un clivage du réseau de NETs (166).

- Les NETs peuvent entrainer le recrutement des plaquettes par fixation du facteur von
Willebrand, et les activer grace aux histones H3 et H4 (167).

- Les enzymes décorants les NETs clivent et oxydent les protéines anticoagulantes,

notamment le TFPI et la thrombomoduline (158).
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Figure 22 : Rétention des pathogénes par ’immunothrombose.

L’immunothrombose et ses principaux acteurs constitueraient un systeme de défense de
[’organisme, incluant la reconnaissance du pathogene, sa capture et dégradation, la
prévention d’une invasion de [’héte, ainsi que [’activation de I'immunité adaptative (figure
adaptée de Engelmann et coll., Nature Reviews, 2013) (4).
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c) Les plaquettes

La reconnaissance des plaquettes comme étant en méme temps un acteur important de la
coagulation et de I’inflammation refléte bien I’interrelation entre les deux mécanismes et le
concept d’immunothrombose. Comme indiqué précedemment, les plaquettes sont recrutées et
activées par les NETSs. Inversement, les plaquettes peuvent amplifier la production des NETs
en se liant directement aux neutrophiles et en libérant notamment la B-défensine, connue
comme inducteur de la NETose (168,169). Les plaquettes activées vont libérer des

médiateurs :

- impliqués dans le recrutement leucocytaire, comme le Platelet Factor 4 (PF4), le
Macrophage inflammatory protein-/a (MIP-1a) ou le Regulated upon Activation,
normal T cell Expressed and Secreted (RANTES, CCL5) (170)

- capables d’amplifier I’activité antimicrobienne des leucocytes comme le CD40 ligand
ou le Trigerring Receptor expressed on myeloid cells 1 (TREM1) (171)

- les DAMPS comme le protein disulphide isomerase (PDI) qui peut activer le FT
(172).

Les plaquettes et les mastocytes sont aussi connus pour libérer des polyP solubles, capables

d’activer le FXII s’ils sont présents en grande quantité (173).

3) Systeme contact et inflammation

a) Activation du systeme contact par les pathogénes

L’activation du systéme contact est la premicre ligne de défense de 1’organisme contre les
pathogénes. Nombreuses sont les études qui indiquent que le systeme contact est important

contre les infections bactériennes, parasitaires ou virales (174-176)

Les bactéries, a Gram positif ou négatif, peuvent activer directement le systéme contact en
permettant 1’assemblage des facteurs du systeme contact a leur surface (177). La liaison du
KHPM a la surface bactérienne est spécifique et de forte affinité, avec une constante de
dissociation de 1’ordre du nanomolaire, la liaison se fait via les domaines D3 et D5 du KHPM,
comme pour sa liaison aux cellules endothéliales (178,179). Selon la souche bactéerienne, elle
peut directement cliver le KHPM, ou activer le FXII et la PK, pour induire la génération de
BK.
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D’autres pathogénes comme les champignons, les virus et les parasites peuvent aussi interagir

avec les protéines du systeme contact (177).

La présence de pathogenes peut aussi entrainer la libération des activateurs du systéeme
contact, notamment les NETS et les polyP provenant des plaquettes activées ou des bactéries
elles-mémes (180). Certaines bactéries, comme les Staphylococcus aureus et Porphyromonas
gingivalis secrétent des protéases capables de cliver le KHPM, le FXII ou la PK (181). Pour le
LPS, les études in vitro montrent une activation du FXII, de la PK et du KHPM, que ce soit
dans des milieux purifiés ou dans le plasma, par des fortes doses (de 1’ordre du pg/mL) de
LPS d’E.coli (182,183). Par contre, apres injection intraveineuse d’une faible dose de LPS (4
ng/kg) chez des volontaires sains, 1’activation du FXII ou de la PK n’a pu étre mise en

évidence (184,185).

b) Activités pro-inflammatoires des produits de la voie du systeme contact

Le plus connu comme acteur majeur dans 1’inflammation suite a 1’activation du systéme
contact est la BK. Elle peut se lier aux récepteurs B1 et B2 (B1R et B2R), dont I’expression
est constitutive pour B2R, et faible pour B1R dans des conditions physiologiques mais
potentialisée par des cytokines pro-inflammatoires comme 1I’IL-1B (186). La signalisation via

B2R est responsable de 1’inflammation, incluant vasodilatation et douleur (187).

L’activation du systéme contact conduit aussi a 1’activation du systéme du complément, qui
fait partie de la réponse immunitaire innée. Le BFXIIa est un faible activateur du FXI mais
peut initier la voie classique du complément en activant le facteur C1. La KALL est décrite

comme pouvant activer le facteur C3 du complément (188,189).

Les produits du systéme contact comme le FXIla et le KHPM clivé stimulent la production de
cytokines pro-inflammatoires par les monocytes (Figure 23) (190,191) . Ils sont capables
d’induire un recrutement leucocytaire au site d’infection (192,193). Ces fragments de KHPM,
notamment les domaines D3 et D5 ont aussi été décrits comme ayant de propriétés
antimicrobiennes (194,195).
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Figure 23 : Activités pro-inflammatoires des produits d’activation de la voie du systéme
contact.

Le lipopolysaccharide (LPS) des bactéries a Gram négatif peut activer la voie du systéme
contact en activant le FXII en FXlla (183,196,197), puis le FXlla active le FXI en FXla, qui a
son tour amplifie la production de FXlla (11). Le FXlla a aussi comme substrat la
prékallikréine (PK), qui va s’activer en kallikréine (KALL) et conduire au clivage du
kininogéne de haut poids moléculaire en KHPMa. Le FXlla et le KHPMa peuvent stimuler la
secrétion de cytokines pro-inflammatoires par les monocytes (190,191).

c) Mécanismes échappatoires des bactéries

L’¢évolution a fait que certains pathogenes arrivent a contourner les mécanismes de défense de
I’organisme, dont I’immunothrombose. Par exemple, les streptocoques peuvent exprimer le
streptokinase, qui peut activer le plasminogéne en plasmine et dissoudre le réseau de fibrine
(198), leur permettant d’infiltrer les tissus, probablement en prévenant I’immunothrombose
(199). 1l a aussi été montré que les Streptococcus pyogenes et S. pneumoniae pouvaient
exprimer de la DNase et dégrader les NETS, responsable d’infections invasives, comme les
fasciites nécrosantes et les pneumonies (200,201). Avec la staphylocoagulase et la von
Willebrand factor-binding protein, le Staphylococcus aureus peut stimuler la génération de
fibrine en activant la prothrombine, créant ainsi une barriére pour empécher les cellules
immunes de les atteindre (202,203).
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IV- Le sepsis

Le sepsis est une des situations cliniques dans laquelle on retrouve le role majeur des
interactions entre inflammation et coagulation. Le sepsis correspond a une réponse
inflammatoire généralisée associée a une infection grave, et au cours de laquelle le patient se
retrouve dans un équilibre instable entre une tendance pro-thrombotique et hémorragique. La
signalisation passant par NFkB est finement régulée pour éviter des réponses inflammatoires
excessives, mais lors d’une infection systémique et sévére, comme le sepsis, les TLRs sont
surexprimés et contribuent a 1’exagération des réponses pro-inflammatoires (152). Par
ailleurs, les microorganismes pathogenes vont entrainer 1’expression de FT par les
monocytes/macrophages, accompagnée d’un déréglement des mécanismes anticoagulants
(AT, systeme de la PC, TFPIl) et une suppression de la fibrinolyse (204).
L’immunothrombose va ainsi se mettre en place, la libération des NETs et 1’abondance des
débris cellulaires dans la circulation sanguine pouvant conduire a une coagulation
intravasculaire disséminée (CIVD) (205). Dans le sepsis, I’immunothrombose devient
délétére, elle aboutit a la formation de caillots dans les microvaisseaux et a une activation
excessive de I’inflammation, aggravée par la capacité de ces deux systemes a se potentialiser
mutuellement. La prise en charge du patient nécessite la prise en compte de sa coagulopathie
au cours de D’infection. Trois phases vont ainsi se succéder: d’abord une hémostase
adaptative, puis une CIVD thrombotique (défaillance multiviscérale), et enfin une phase de
CIVD fibrinolytique (206).

1) Epidémiologie et définitions

Les hospitalisations pour sepsis ont presque doublé ces dix derniéres années, avec un colt
estimé a plus de 20 milliards de dollars en 2011 aux Etats-Unis, ce qui représente une
préoccupation de santé publique majeure (207). De plus, le choc septique représenterait plus
de 60 % des états de choc rencontrés en réanimation (208). Cependant des controverses
persistent quant a la définition exacte du sepsis et du choc septique, rendant difficile de
préciser ’incidence et la mortalité, ce qui a conduit a I’établissement de nouvelles définitions

lors d’une conférence de consensus en 2016.

Auparavant, le sepsis se définissait comme une réponse inflammatoire systémique a
I’infection (Systemic Inflammatory Response Syndrome ou SIRS), avec les notions de sepsis

sévere (sepsis associé a une défaillance d’organe, une hypoperfusion ou une hypotension) et
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de choc septique (sepsis associé a une hypotension malgré une expansion volémique
adéquate) (209). La notion de SIRS, définie par la présence d’au moins deux des caracteres
suivants : température > 38°C ou < 36°C, fréquence respiratoire > 20/mn, fréquence cardiaque
> 90 battements par minutes (bpm) et numeération leucocytaire > 12 G/L ou < 4 G/L procurait
au terme sepsis une grande sensibilité et une faible spécificité. La présence d’un SIRS est

ainsi rapporté chez prés de 90 % des patients a 1’admission en réanimation (210).

En consequence, le sepsis est maintenant défini comme une dysfonction d’organe secondaire
a une dérégulation de la réponse de 1’hdte a I’infection, menagant le pronostic vital (207). Des
criteres cliniques ont ensuite été proposés a partir des scores SOFA (Figure 24), et un autre
score, le qSOFA permet d’alerter le clinicien a chercher une défaillance d’organes surtout
pour les patients hospitalisés hors réanimation, incluant les critéres suivants : fréquence
respiratoire > 22/mn, altération du statut mental et pression artérielle systolique < 100 mmHg.
Ensuite, le choc septique est défini comme un sous-groupe de sepsis caractérisé par des
anomalies circulatoires, métaboliques et cellulaires intenses associées a une mortalité plus
importante que dans le sepsis (207). Les critéres clinques retenus correspondent a un sepsis
associé a une hypotension persistante requérant des vasopresseurs pour mainternir une

pression artérielle moyenne (PAM) > 65 mmHg et une lactatémie > 2 mmol/L.

Patient with suspected infection

Y

qSOFA 22?7 Monitor clinical condition;
(see(A) No > Sepsis S“”, No » reevaluate for possible sepsis
suspected? '
if clinically indicated
Yes Yes

Y

Assess for evidence P

of organ dysfunction

A qSOFA Variables
Respiratory rate

Y

SOFA 22? No Monitor clinical condition;

» reevaluate for possible sepsis Mental status
(see(B)) :
if clinically indicated Systolic blood pressure
Yes
Sepsis B ) SOFA Variables
. Pa0,/Fi0, ratio
Despite adequate fluid resuscitation, Glasgow Coma Scale score

1. vasopressors required to maintain

MAP 265 mm Hg No Mean arterial pressure
AND Administration of vasopressors
2. serum lactate level >2 mmol/L? with type and dose rate of infusion
Serum creatinine or urine output
v ves Bilirubin
Septic shock Platelet count

Figure 24 : Critéres permettant d’identifier le sepsis ou le choc septique chez les patients
(207).
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L’activation de la coagulation au cours du sepsis conduit au phénomene d’immunothrombose.
Une des complications du choc septique est I’apparition de CIVD, pouvant conduire aux
défaillances multiviscérales et la mort. En I’absence de marqueur unique pour la CIVD, son
diagnostic repose sur 1’association de plusieurs tests d’hémostase, obtenu grace a un effort
international de standardisation. Actuellement, deux scores sont utilisés pour le diagnostic de
la CIVD: le score proposé par |’International Society on Thrombosis and Haemostasis

(ISTH) et un autre score propose par le Japanese Association for Acute Medicine (JAAM).

2) Les scores de 'ISTH et du JAAM pour I’identification d’une CIVD

Le score de I’ISTH a été proposé en 2001 et souligne notamment la nécessité d’établir la
présence d’une pathologie sous-jacente connue pour étre responsable d’une CIVD avant de
calculer le score. C’est un modéle simple pour une utilisation pratique au quotidienne, un total
de points > 5 étant compatible avec le diagnostic de CIVD « décompensée », et un score <5 a

une possible CIVD « compensée » (tableau 8).

Le score du JAAM a éte proposé en 2005 et selon différentes études (211,212), s’avére plus
sensible que le score de I’ISTH. Cette plus grande sensibilité est probablement due a la prise
en compte de la cinétique des plaquettes, alors que le score de I'ISTH prend en compte le taux

de plaquettes au moment du calcul du score (tableau 9).

Au total, les deux scores ne présentent pas de différence fondamentale, une plus grande
sensibilité est notée avec le score du JAAM mais une plus grande simplicité d’utilisation pour
le score de I’ISTH. De plus, le manqgue de sensibilité de ce denier est corrigé lorsque le test est

répété quotidiennement.
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Tableau 8 : Score diagnostique de la CIVD selon la Japanese Association for Acute
Medicine (JAAM) (213).

Points

Criteres de réponse inflammatoire systémique

>3 1

0-2 0
Numération plaguettaire (G/L)

< 80 ou diminution > 50 % en 24 heures 3

> 80 et < 120 ou diminution > 30 % en 24 heures 1

> 120 0
Fibrinogéne (g/L)

<35 1

>35 0
Temps de Quick (ratio patient/témoin)

>12 1

<12 0
Produits de dégradation de la fibrine (mg/L)

>25 3

>10et<25 1

<10 0

CIVD sile score est > 5

Tableau 9 : Algorithme diagnostique pour la CIVD « décompensée » selon |’International
Society on Thrombosis and Haemostasis (ISTH) (211).

Evaluation du risque: le patient est-il atteint d'une pathologie connue pour étre associée a la présence d'une
CIvD

Si OUI: réaliser le test

SiNON: ne pas utiliser cet algorithme

Réaliser les tests d'évaluation globale de la coagulation

numération plaquettaire, temps de prothrombine, fibrinogéne, marqueurs de la dégradation de la fibrine;
produits de dégradation de la fibrine ; D-dimeres ; monomeres de fibrine soluble

Evaluer les résultats des tests
Plaquettes (>100=0;<100=1;<50=2)

Marqueurs de la dégradation de la fibrine (pas d'augmentation : 0 ; augmentation modérée : 2 ; augmentation
forte : 3)

Allongement du temps de Quick (< 3 secondes =0 ; > 3 secondes mais < 6 secondes = 1 ; > 6 secondes = 2)
Taux de fibrinogene (>1g/L=0;<1g/L=1)

Calculer le score

Siscore > 5 : compatible avec une CIVD "décompensée" ; répéter quotidiennement le score

Si score <5 : évoque sans affirmer une CIVD "compensée™ ; répéter a 24-48 heures.
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3) La sécrétion de cytokines pendant le sepsis

Le terme cytokine désigne une classe de petites protéines (généralement < 40 kDa) qui sont
des médiateurs de 1’activation ou de la différenciation des cellules immunitaires. Au cours du
sepsis, il y a une forte production de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a, 1’1L-6,
I’IL-12, I’interféron-y et le MIF, mais aussi de cytokines anti-inflammatoires comme 1’1L-10
et I’IL-4. 1l y a une interaction dynamique dans le processus de production de ces cytokines et
le sepsis ne peut se résumer a une simple succession d’une phase pro-inflammatoire et anti-
inflammatoire (214). Dans un modele in vitro, par stimulation des cellules mononucléées par
le LPS, la sécrétion de cytokines est détectable dans les premiéres heures, les cytokines
n’ayant ni la méme cinétique, ni le méme délai pour atteindre leur pic de sécrétion (Figure

25).
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Figure 25: Cinétique de sécréetion du TNF-a, PIL-1a, I'IL-1p, 'TL-6 et I’'TL-8 par les
cellules mononucléées sanguine apres stimulation par le LPS (100 ng/mL) (215).

Le TNF-a est une des cytokines les plus étudiées dans la physiopathologie du sepsis et ceci
pour trois raisons. Tout d’abord, parce que les patients septiques ont un taux élevé de TNF-q,
et qu’une association a été rapportée entre une augmentation du taux plasmatique de TNF-a et
une augmentation de la mortalité. Ensuite, le blocage de TNF-a s’est montré bénéfique dans
differents modéles animaux de sepsis. Enfin, car I’injection de TNF-a dans des modéles
animaux provoque un syndrome rappelant le choc septique (216). Capable d’orchestrer une
cascade de sécrétion de cytokines, le TNF-o est considéré comme un régulateur de la

production des cytokines (217).
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L’IL-6 est une cytokine secrétée par les cellules en reponse au LPS, IL-1 ou TNF-a. Le taux
d’IL-6 plasmatique reste éleve au cours du sepsis et est corrélé avec d’autres indicateurs de
sévérite (218). Contrairement au TNF-a, I’injection d’IL-6 n’induit pas un état de choc (219),
il est plutét connu comme responsable de la fiévre et des réponses de 1’organisme en phase
aigle (214).

Le CCL5 (ou Regulated on activation, normal T cell expressed and secreted RANTES) est
une chimiokine libérée au cours de I’inflammation, responsable du recrutement des
lymphocytes, des éosinophiles, des basophiles et des mastocytes (220). Il a comme récepteurs
CCR1/CCR3 et CCRS. Le blocage de CCRS a été largement étudié dans 1’infection au VIH
en raison de la découverte de son implication comme co-récepteur du virus. Par contre, le role
de CCLS5 et de ses récepteurs dans d’autres infections virales est moins clair. Les propriétés
chimioattractantes de CCL5 entrainent un influx cellulaire qui pourrait endommager les
tissus, alors qu’il pourrait aussi avoir des effets protecteurs pour 1’héte dans les phases
précoces de I’infection. A cause de cette dualité d’effet, il est difficile de le considérer comme
une cible en clinique (220). Dans I’inflammation chronique comme 1’arthrite rhumatoide,
I’inhibition préventive de CCL5 diminue la sévérité de I’inflammation dans un modéle
d’arthrite chez le rat (221), mais ’effet disparait si 1’inhibition se fait aprés I’induction du
modele. Dans le sepsis, curicusement, c’est la seule cytokine dont le taux est inversement
corrélé a la sévérité de la pathologie. Comme les plaquettes sont une des sources de CCL5, la
thrombopénie chez les patients en choc septique a été avancée comme expliquant cette
diminution de CCL5. De plus, il faut souligner qu’il a surtout été observé dans le sepsis
néonatal (222,223).

L’immunomodulation a été une des premiéres approches pour traiter le sepsis dans les années
90, avec des thérapies dirigées contre le TNF-a et I’IL-1, soit en administrant des anticorps
monoclonaux ou des récepteurs solubles. Malgré 1’obtention de résultats satisfaisants dans les
modeles expérimentaux, notamment avec les anticorps anti-TNF-a (224-228), ces molécules
n’ont pas réussi a diminuer le taux de mortalité chez les patients en choc septique. Une étude
prospective internationale, menée dans 14 pays, a comparé I’administration d’un anticorps
murin monoclonal anti-TNF-a (BAY-1351) chez des patients avec un sepsis par rapport a un
placebo (étude INTERSEPT). L’administration d’anti-TNF-a n’a pas amélioré la mortalité a
28 jours, que ce soit chez les patients avec ou sans choc septique (229). Une étude menée en
paralléle avec le méme anticorps a aussi conclu a I’absence d’effet sur la mortalité a 28 jours

chez les patients avec un sepsis (NORASEPT). Par contre, 1’étude INTERSEPT a montré que
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chez les patients en choc septique, les patients traités se remettaient plus rapidement du choc
que le groupe sans traitement (p= 0,007), avec un plus long délai d’apparition de la premicre
défaillance d’organe (p= 0,03) (229). Deux ans apres, une étude randomisée, en double
aveugle, multicentrique, a été réalisée pour évaluer 1’effet de I’anticorps anti-TNF-a chez des
patients en choc septique par rapport a un placebo, incluant 1879 patients dans 105 hopitaux
(étude NORASEPT II). Comme précedemment, 1’anticorps anti-TNF-a n’a pas amélioré la
survie a 28 jours (40,3 % chez les patients et 42,8 % chez le groupe placebo, p= 0,27), une
diminution de la coagulopathie (J7, p < 0,001; J28, p = 0,005) a cependant été remarquée chez

les patients traités mais aucune amélioration sur la défaillance d’organe (230).

Plusieurs raisons ont été avancées pour expliquer cet inefficacité, notamment Ila
physiopathologie complexe du sepsis, qui est un processus multifactoriel et il a été suggéré

que I’inhibition d’une seule cytokine n’est peut étre pas suffisante (231).

4) Role des inhibiteurs physiologiques de la coagulation dans le sepsis —
Modulation pharmacologique

La production de thrombine au cours du sepsis va entrainer [’activation, puis la
consommation, des mécanismes physiologiques de régulation de la coagulation. Ainsi, les
patients en choc septique ont une baisse du taux plasmatique des inhibiteurs physiologiques
de la coagulation, notamment de I’antithrombine, de la protéine C et de la protéine S (232).
En prenant en compte le potentiel amplificateur de la coagulation sur I’inflammation, et les
méfaits d’une CIVD chez les patients en choc septique, I’administration d’anticoagulants
physiologiques a été proposé pour traiter les patients, d’autant plus que ces protéines s’aveérent

avoir des propriétés anti-inflammatoires indépendantes de leur propriétés anticoagulantes.

a) L’antithrombine

Le taux d’AT baisse chez les patients en choc septique (déficit en AT dans > 80 % des
patients) et est associé a un mauvais pronostic (233). Outre son effet puissant sur la
coagulation, elle possede des propriétés anti-inflammatoires directes en inhibant le
chimiotactisme des leucocytes, ou indirectes en se liant aux glycosaminoglycanes et indusant
la production de prostacycline (234). En 2006, une étude de phase 3 (Kybersept)
multicentrique en double aveugle, a été realisée pour déterminer si 1’administration d’une
forte dose d’AT (30000 Ul sur 4 jours) ameéliorait la survie des patients en choc septique,
comparée a un placebo (n = 2314). Il n’y avait pas d’effet significatif de I’AT sur la mortalité

a 28 jours (36,9 % dans le groupe AT contre 40,7 % dans le groupe placebo). En revanche, les
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saignements étaient significativement plus fréquents chez les patients traités (24,1 % dans le
groupe AT contre 12,9 % dans le groupe placebo, p< 0,0001) (235). Wiedermann et coll. ont
noté que la co-administration d’héparine chez les patients limitait 1’effet anti-inflammatoire de
I’AT, et ont observé que dans le sous-groupe de patients avec une CIVD, I’administration
d’AT était bénéfique sur la mortalité (236). En 2016, une méta-analyse comprenant 30 études
cliniques randomisées incluant 3933 patients a conclu que I’AT n’a pas d’effet sur la mortalité
(RR 0,95, 95 % IC 0,88-1,03) méme chez les patients avec une CIVD (n = 2858, RR 0,95, 95
% IC 0,88-1,03), et que I’AT augmente le risque hémorragique (RR 1,58, 95 % IC 1,35-1,84)
(237). Ces résultats ont encore été remis en cause, suggérant un biais dans I’inclusion des
études pour la méta-analyse (238), mais indiscutablement, 1’amélioration sur la survie
apportée par I’AT dans le choc septique, si elle existe, est faible et il y a un réel risque de

complications hémorragiques chez les patients.

b) La protéine C activée (PCa)

La PCa exerce un effet anticoagulant en protéolysant les facteurs Va et Vllla mais exerce
aussi des activités protectrices (anti-apoptotiques) sur les cellules endothéliales, en se fixant
sur son récepteur endothélial (EPCR) et en clivant le PAR1 (239). Dans les modéles animaux
de sepsis, la PCa réduit I’inflammation, 1I’hypotension et réduit significativement la mortalité
(240). Le taux plasmatique de la PC baisse au cours du choc septique (déficit en PC dans 80
% des cas) (241). La PCa humaine recombinante (Drotrécogine alfa activée, Xigris®) a par la
suite été évaluée dans I’essai clinique multicentrique PROWESS pour le traitement du sepsis
sévere chez 850 patients par rapport a 840 personnes dans le groupe placebo, au cours duquel
une réduction de risque de mortalité de 6,1 % a 28 jours a €té observée (241). Cette
diminution de la mortalité est plus importante chez les patients aux stades les plus sévéres,
une réduction de 40,3 % a 30,5 % de la mortalité étant observée chez les patients avec une
CIVD. Ainsi en 2002, le Xigris® a obtenu une autorisation de mise sur le marché (AMM) en

Europe pour le traitement du sepsis sévere.

Une autre étude publiée en 2012 (PROWESS-SHOCK) n’a malheureusement pas confirmé la
réduction de taux de mortalité a 28 jours chez 846 patients, mais une fréguence accrue de
saignements (5,6 % des patients traités versus 3,5 % chez les patients non traités, p = 0,003) a
été observée (242), ce qui a conduit au retrait du Xigris® du marché. Par la suite, une méta-
analyse a éte réalisée par Kalil et coll., incluant 9 études cliniques contrdles (41401 patients),
16 études d’efficacité (5822 patients) et 20 études de sécurité d’utilisation (8245 patients). La
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méta-analyse a conclu a une diminution significative de la mortalité (18 %), mais la présence
de complications hémorragiques graves (5,4 %) lors de I’utilisation de la PCa comparé au
placebo (243).

La protéine C zymogeéne a aussi été testée dans le choc septique, une étude randomisée, en
double aveugle a comparé son effet par rapport a un placebo. L’étude a été arrétée avant son
terme car la mortalité sur 28 jours était de 79 % dans le groupe traité (15 patients) et 67 %

dans le groupe placebo (12 patients) (244)

c) Lathrombomoduline (TM)

En plus de son activité anticoagulante permettant la génération de PC activée, la TM interféere
avec I’activation du complément et inactive le high-mobility group protein B1 (HMGB1), un
médiateur associé a la mortalité dans le sepsis (245). L’expression de TM a la surface des
cellules endothéliales diminue chez les patients en choc septique, pouvant ainsi contribuer au
développement des CIVD (246). La supplémentation en TM a donc été testée en

thérapeutique.

Une étude clinique de phase IIb a été réalisée pour évaluer la sécurité d’utilisation et
I’efficacité de la thrombomoduline recombinante humaine (rhTM) chez des patients septiques
avec une suspicion de CIVD. La mortalité a 28 jours était de 17,8 % dans le groupe rhTM et
21,6 % dans le groupe placebo (p = 0,273), mais il n’y avait pas de différence significative
entre les deux groupes sur la défaillance des organes ou I’augmentation des marqueurs
d’inflammation (247). Par contre, le groupe rhTM ne présentait pas plus de saignement que le
groupe contrdle, et I’effet le plus important du thTM était observé sur les patients avec au
moins un organe défaillant et une international normalized ratio INR>4. Ainsi, une étude

clinique de phase 111 est en cours (248).

Au Japon, une étude clinique de phase 111 en double aveugle a montré que le traitement par la
rhTM améliorait le score de CIVD et diminue les saignements chez des patients avec CIVD
associée a un sepsis, en comparaison a 1’héparine (249). Ainsi, la thTM a I’AMM au Japon
pour le traitement des CIVD dans le choc septique. En 2016, une méta-analyse a été réalisée
par Hayakawa et coll. concernant 1’utilisation du thTM au Japon (le seul pays ou il a ’AMM)
chez les patients admis aux urgences avec un sepsis sévere ou un choc septique et développant
une CIVD. lls ont montré une association significative entre les 452 patients traités et la
diminution de la mortalité toutes causes confondues (OR 0,757; 95 % IC 0,574-0,999, p =
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0.049), ainsi qu’une absence de différence sur la fréquence de saignement entre les patients

traités et le groupe contrdle (250).
d) LeTFPI

Le TFPI inhibe le complexe FT-FVlla et le FXa, et pourrait aussi avoir un role dans le
maintien de I’intégrité vasculaire (251). Il a été montré qu’une absence de TFPI (soit chez des
souris déficientes ou par I’administration d’un anticorps inhibiteur), entraine une aggravation
de I’inflammation pulmonaire secondaire a une instillation nasale de pneumocoques, mais
reste sans effet sur la dissémination bactérienne ou I’inflammation systémique (252). Le TFPI
recombinant a été étudié avec des résultats positifs dans différents modeles de sepsis chez les
babouins (253,254). Cependant, les mécanismes moléculaires responsables de ces effets ne

sont toujours pas éclaircis.

Abraham et coll. ont fait une étude clinique de phase Il, multicentrique, randomisée et en
simple aveugle, pour comparer I’administration de deux doses de TFPI recombinant (rTFPI)
chez 141 patients par rapport & un groupe placebo. La mortalité & 28 jours dans 1’ensemble
des groupes traités par le rTFPI était de 30 % contre 38 % dans le groupe placebo (p = 0,3)
(255). Encouragés par cette tendance, ils ont étudié en 2003 dans une étude de phase Ill
randomisée, en double aveugle, I’effet du rTFPI (tifacogin) sur les patients avec un sepsis
sévere, en comparant a un placebo. L’étude était multicentrique et divisée en deux groupes
selon I’INR, 1754 patients ont été inclus dans le groupe avec un INR > 1,2 et 201 patients
avec une INR < 1,2. Le tifacogin n’a pas eu d’effet bénéfique sur la mortalité a 28 jours, et
comme avec les autres anticoagulants, les patients traités présentaient une augmentation du
risque hémorragique quelque soit I’'INR de départ (6,5 % tifacogin contre 4,8% placebo dans
le groupe INR élevé; 6,0 % tifacogin contre 3,3 % placebo dans le groupe INR faible) (256).

5) Inhibition de la voie du systéme contact

La voie du systéme contact n’est pas nécessaire pour avoir une hémostase physiologique alors
que ses facteurs sont responsables d’une activation pathologique de la coagulation, ainsi les
FXlla et FXla semblent étre des cibles intéressants pour avoir un effet antithrombotique sans
risque hémorragique (257,258). De plus, chez les patients en choc septique, la diminution de

la génération de BK pourrait étre bénéfique contre I’hypotension.

Le Cl-inhibiteur (C1-inh) régule a la fois le systeme contact et la voie du complément. 1l peut

étre inhibé par 1’¢élastase libéré par les neutrophiles activés (259). Chez les patients en choc
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septique, il y a une augmentation de 1’inactivation et du clivage du C1-inh par rapport a des
sujets sains, et la concentration de C1-inh clivé est corrélée positivement a la mortalité (260).
Une étude multicentrique et randomisée a été réalisée en 2012 sur des patients avec un sepsis,
¢évaluant I’effet d’une administration de C1-inhibiteur en plus des traitements classiques. Sur
les 61 patients de 1’étude, I’administration de C1-inhibiteur améliorait la survie a 28 jours en
considérant toutes les causes de mortalité (mortalité 12 % vs 45 dans le groupe contrdle, p =
0,008) (261). Cependant, il n’y a pas eu d’autres études avec un effectif plus important réalisé

pour pouvoir apprécier 1’effet du C1-inhibiteur.

Pour I’inhibition du FXIIa, un anticorps monoclonal dirigé contre le FXIla (C6B7) a été testé
dans un modele d’injection d’E.coli létale chez le babouin. Une diminution d’IL-6 et
d’¢élastase neutrophile est retrouvée dans le groupe traité, ainsi que I’absence d’hypotension
prolongeant la survie. Par contre, les deux groupes ont développé une CIVD et présentaient
un taux plaquettaire faible, une baisse de fibrinogéne et de FV (262). En 2014, Larsonn et
coll. ont produit et caractérisé un anticorps monoclonal humanisé dirigé contre le FXlla (3F7)
qui empéche la fomation de thrombus dans un modele de thrombose chez la souris et le lapin
(263). Le 3F7 empéche la formation de caillot dans un mod¢le d’oxygénation extracorporelle
(ECMO) chez le lapin, comme I’héparine utilisé en controle. Cependant, contrairement a
I’héparine, il n’augmente pas les saignements suite & une blessure chez le lapin (263).

L’anticorps, @ ma connaissance, n’a pas encore ¢té testé dans un modele de choc septique.

Inhibition du FXI

L’anticorps monoclonal anti-FXI (14E11) bloque I’activation du FXI par le FXlla (mais
n’inhibe pas I’activation du FXI par la thrombine). Il a été étudié chez la souris dans un
modele de choc septique induit par ligature et ponction caecale (LPC). L’administration de
I’anticorps dans les 12 h apres la LPC améliore la survie chez les souris traitées, sans induire
de tendance hémorragique (264). Bane et coll. ont par la suite montré que les souris
déficitaires en FXI avaient une diminution du taux plasmatique de TNF-a, d’IL-1p, d’IL-6 et
d’IL-10 4h apres la LPC en comparaison avec des souris « sauvages » (Figure 26), ce qui leur
conférait un gain de survie (265). De facon inattendue, le systéme contact n’est pas activé
chez les souris déficitaires en FXI, contrairement aux souris « sauvages » ou une diminution
du FXII et de la PK est observée, ce qui suggére un role central du FXI dans I’activation du

systéme contact (265).
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Figure 25 : Taux plasmatiques des cytokines secrétées apres ligature et ponction caecale
(LPC) chez des souris « sauvages » ou déficitaires en facteur XI.

Variations des taux plasmatiques de TNF-o, d’IL-1f, d’IL-6 et d’IL-10 chez les souris
« sauvages » (en noir) et les souris déficitaires en FXI (en blanc) par rapport aux souris
contrdles (groupe « Sham »). n= 8 ou 9 dans chaque condition et n= 3 souris Sham. Une
augmentation significative des taux de TNF-a, d’IL-1f, d’IL-6 et d’IL-10 est constatée chez
les souris « sauvages » par rapport aux souris déficitaires en FXI 4h apres la LPC. Une
augmentation du taux d’I-6 chez les souris « sauvages » est observée par rapport aux souris
déficitaires en FXI apres 8h et 24h de la LPC.

Par ailleurs, une protéine de fusion contenant un anticorps anti-CD14 (qui bloque le récepteur
au LPS) et un domaine inhibant le FXla (MR1007) améliore la survie dans un modeéle de

sepsis chez le lapin, sans augmenter I’apparition de saignement spontané (266).

Inversement en 2017, Stroo et coll. en induisant un sepsis par inoculation intranasale de
Streptococcus pneumoniae (Gram +) et Klebsiella pneumoniae (Gram -) a des souris
déficitaires en FXI dans un modéle de pneumonie. Ils ont observé que les souris déficitaires
en FXI avaient une diminution de la survie, expliquée notamment par une prolifération plus
importante des bactéries et une diminution de la capacité des neutrophiles a les phagocyter
(267). Ces resultats contradictoires peuvent étre dus a la différence de modéle d’induction du

sepsis.
6) Le systeme PZ/ZPI et sepsis

En 2013, Butschkau et coll. ont effectué un modele de sepsis par injection de LPS par voie
intraveineuse a des souris déficitaires en PZ ou ZPI. Ils ont montré que I’absence de PZ
modifiait la réponse inflammatoire chez la souris, notamment par une augmentation des
cytokines IL-6 et IL-10 et I’aggravation de I’infiltration leucocytaire (268). De plus, les souris
déficitaires en ZPI présentaient une forte proportion d’occlusions vasculaires comparées aux
souris « sauvages », ce qui n’est pas le cas des souris déficitaires en PZ. Cette observation
suggere I’importance de 1’inhibition du FXIa dans ce modele. En somme, le systeme PZ/ZPI
pourrait avoir un réle protecteur dans le développement d’un choc septique, que ce soit sur

I’atténuation de I’inflammation ou sur la coagulopathie.
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Des dosages d’AT, de PC, de PS et de PZ ont été effectués chez des patients atteints de sepsis
ou d’infection sévére avec une suspicion de CIVD. Une diminution du taux plasmatique des 4
protéines analysées a été rapportée, faisant sirement suite a leur consommation. Les 126
patients étudiés avaient un taux effondré de PZ, a 1,4 % chez les patients avec une suspicion
de CIVD (n =71) et 1 % quand la CIVD est cliniqguement observée (n = 55). La diminution
du taux plasmatique de PZ n’avait pas de valeur prédictive de la CIVD, contrairement a la PC

et I’AT dont la diminution des taux plasmatiques était corrélée au score de la CIVD (269).

Chez I’homme, une étude in vitro a analysé 1’effet du rajout de PZ ou TM dans les plasmas de
patients avec une CIVD dans un test de genération de thrombine (TGT) (n = 152). Alors que
les différents parametres fournis par le TGT ne sont pas significativement différents entre
patients avec CIVD décompensée ou non, ou entre patients qui vont survivre ou décéder, ils
montrent qu’en présence de PZ, le « time-to-peak », c’est-a-dire le temps mis par le plasma
pour atteindre le pic de formation de la thrombine est significativement plus long chez les
patients qui ont une CIVD décompenseée (18,6 min vs 15,3 min, p < 0,05). De méme avec, le «
lag-time » (c’est-a-dire le temps mis pour que débute la coagulation) et le « time to peak »
étaient significativement plus allongés avec les plasmas des patients qui sont décédés (« lag
time » 14,5 min vs 11,3 min, p < 0,05 et « time-to-peak » 19,0 min vs 15,3 min, p < 0,05)
qu’avec les plasmas des patients ayant survécu (270). En revanche, 1’ajout de TM, qui explore
la voie de la Protéine C, n’avait pas de caractére discriminant. Les auteurs ont en concluent
que leur étude montre donc un défaut du systéeme PZ/ZPI lors du sepsis et que I’ajout de PZ
dans le TGT pourrait permettre de discriminer les patients avec un mauvais pronostic,

suggeérant un défaut du systeme PZ/ZPI chez ces patients.

En 2010, Sipahi et coll. ont étudié la fréquence du polymorphisme G79A de la protéine Z, qui
est responsable d’une diminution de son taux plasmatique, chez les patients avec un sepsis
sévére dans une cohorte de 53 patients et 70 volontaires sains. Les auteurs ont trouvé que la
fréquence de G79A était comparable chez les patients et les contrbles, 43,4% et 40%
respectivement. Par contre, I’alléle A est plus fréquente chez les patients, elle est retrouvée
chez 3 patients et seulement chez un volontaire sain. Il a ainsi été conclu que les patients
79AA ont 4,5 fois plus de risque de développer un sepsis sévere (95% IC : 0,45-46,1), sans
qu’il y ait un effet sur la mortalité (271).
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Objectifs de mon travail

Le ZPI est une protéine appartenant a la superfamille des serpines, c’est un inhibiteur
physiologique de la coagulation isolé il y a une vingtaine d’années. Chez la souris, I’induction
de I’inflammation par injection de turpentine entraine une augmentation rapide du taux
plasmatique de ZPI, avec un pic atteint deux jours aprés l’injection. Ainsi, le ZPI est
considéré comme une protéine positive de la phase aigué€ de I’inflammation. Cette observation
est retrouvée chez I’Homme, notamment chez des patientes apres une chirurgie
gynécologique, ou une augmentation significative (environ 20 %) du taux plasmatique du ZPI
est observée. De nombreuses protéines de 1’inflammation sont décrites comme ayant des
propriétés immunorégulatrices, dont 1’alphal-antitrypsine (AAT), qui appartient aussi a la

superfamille des serpines comme le ZPI.

La premiére partie de mon travail a consisté ainsi a rechercher un effet immunorégulateur du
ZP1. Pour ce faire, un modele in vitro avec du sang total a été choisi, permettant de prendre en
compte toutes les interactions cellulaires entre les cellules sanguines. Le sang est stimulé par
du lipopolysaccharide induisant une sécrétion de médiateurs de 1’inflammation. Nous avons
¢tudié les variations des cytokines par 1’utilisation de puces recouvertes d’anticorps
permettant 1’identification simultanée de 25 cytokines. Les variations que nous avons
détectées in vitro ont eté recherchées in vivo, dans un modéle d’endotoxinémie chez la souris,

par injection intra-péritonéale de LPS.

La deuxiéme partie de mon travail a porté sur ’effet de la NETose sur le ZPI. En effet, de
nombreux anticoagulants sont inactivés par les protéases a la surface des NETs, comme

I’antithrombine, le TFPI ou la protéine S, participant a I’activation locale de la coagulation.

Enfin, j’ai fait une étude observationnelle sur les variations des taux plasmatiques du ZPI et
de la PZ, sur une cohorte de 100 patients en choc septique. Les taux de PZ et ZPI ont été
mesurés pendant une semaine, et nous avons analysé si les taux plasmatiques de ZPI et/ou PZ
pouvaient aider a discriminer les patients qui vont développer ou non la CIVD et présenter

une valeur pronostique sur la mortalité a 28 jours.
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1°" partie : Démonstration d’un effet anti-inflammatoire du ZP1

Le ZPI est un inhibiteur physiologique de la coagulation, il inhibe le facteur Xla (FXla) seul
et nécessite la PZ, un facteur vitamine K-dépendant, pour inhiber le facteur Xa (FXa). Il
circule dans le plasma a une concentration moyenne de 62,5 nM dont environ 60 % est en
complexe avec la PZ. Les souris déficitaires en ZPl ou PZ ont une réaction inflammatoire
accrue suite a I’induction d’inflammation systémique par injection de LPS, par rapport aux
souris « sauvages » (268). Le systeme PZ/ZPI, en plus de ses propriétés anticoagulantes,

pourrait donc étre impliqué dans I’inflammation.

L’effet anti-inflammatoire du ZPI recombinant humain (rhZPI) a été évalué dans un modele
en sang total stimulé par le lipopolysaccharide (LPS). Nous avons ainsi observé que le rhZPI
diminuait plusieurs cytokines pro-inflammatoires dont 1I’IL-6 et le TNF-a, ainsi que des
chemokines (MIP). Nous avons essayé de caractériser les relations structure-activité dans cet
effet, en analysant si la PZ et I’héparine non fractionnée, cofacteurs du ZPI pour son activité
anticoagulante, pouvaient amplifier son effet anti-inflammatoire. De méme, un variant du ZPI
muté au niveau de sa boucle réactive (ZPI Y387A), qui perd ainsi son activité anticoagulante,
a été produit afin de savoir si le ZPI a une activité anti-inflammatoire indépendante de son

activité anticoagulante.

Nous avons observé également, que de facon inattendue, le rhZPI induit la sécrétion de CCL5
(RANTES) une cytokine sécrétée par les lymphocytes activés et qui peut moduler la
production de cytokines proinflammatoires par les monocytes activés. La nécessité de
production de CCLS5 par les lymphocytes pourrait expliquer, que ’effet anti-inflammatoire du
rhZPI ne peut étre mis en évidence sur une préparation de monocytes purifiés, alors qu’il est
observé en utilisant des cellules mononuclées (mélange lymphocytes-monocytes). La
présence d’un composant plasmatique semble également étre nécessaire pour mettre en
évidence I’activité anti-inflammatoire du ZPI, toutefois il ne semble pas que 1’effet anti-

inflammatoire passe par I’inhibition des facteurs XIa ou FXIIa.

L’effet anti-inflammatoire du ZPI observé in vitro a été confirmé in vivo dans un modéle
d’injection de LPS par voie intra-péritonéale chez la souris, I’administration simultanée de
rhZPI au LPS induisant une diminution du taux plasmatique d’IL-6 et de TNF-a. De méme,

dans le liquide de lavage péritonéal, on observait une augmentation de CCL5.
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Les propriétés anti-inflammatoires du ZP1 pourrait étre particulierement intéressante dans le
cadre du choc septique, inflammation généralisée initiée par la présence d’un pathogéne dans
la circulation sanguine et souvent compliquée par I’apparition de coagulation intravasculaire
disséminée (CIVD), pouvant conduire a une défaillance multiviscérale et au déces du patient.
L’antithrombine et la protéine C activée, deux inhibiteurs physiologiques de la coagulation
ayant des propriétés anti-inflammatoires indépendantes de leur activité anticoagulante ont
déja été utilisés pour traiter le choc septique. Cependant, leur utilisation a été accompagnée
d’une augmentation du risque hémorragique sans une amélioration significative de la survie.
Les résulltats obtenus avec le rhZPI sont en accord avec les données de la littérature montrant
que I’inhibition du FXIa atténuait I’inflammation et la coagulopathie dans un modéle de choc
septique chez la souris (264), I’inhibition du FXIa semblant étre associée a un risque
hémorragique faible. Toutefois il semble qu’il existe en plus des propriétés intrinséques au
ZP1 qui lui conférent une activité anti-inflammatoire. Enfin, les thérapeutiques qui ont visé a
bloquer une cytokine (IL-1 ou TNF-a) se sont montrées décevantes, soit parce que bloquer
une seule cytokine est insuffisant, soit parce que I’inhibition compléte d’une cytokine ne
permet pas de maintenir une réaction inflammatoire, nécessaire a 1’organisme pour se
défendre. Le ZPI, en faisant baisser simultanément plusieurs cytokines et chemokines, mais
en n’inihibant pas totalement la réaction inflammatoire, pourrait donc étre un outil
thérapeutique adjuvant intéressant dans le sepsis, en abaissant le niveau de la réaction

inflammatoire avec un risque hémorragique modéré.
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Summary (200 words)

The protein Z-dependent plasma protease inhibitor (ZPI) is a glycoprotein that inhibits factor
Xla. In the presence of Protein Z (PZ), ZPI inhibits also FXa. Recently, ZPI has been shown
to be an acute phase protein (APP). As usually APPs down-regulate the harmful effects of
inflammation, we tested whether ZPI could modulate the increase of cytokines observed in
inflammatory states. We observed that ZPI decreases significantly the levels of IL-1, IL-6 and
TNF-a induced by lipopolysachharide (LPS) in a whole blood model. This inhibitory effect
was unaffected by the presence of PZ, heparin, and a mutant on the reactive loop center ZPI
(Y387A), lacking anticoagulant activity, had still an anti-inflammatory activity. Surprisingly,
ZP1 did not inhibit the synthesis of IL-6 or TNF-a when purified monocytes were stimulated
by LPS, whereas the inhibitory effect was evidenced when lymphocytes were added to
monocytes. The requirement of lymphocytes could be due to the synthesis of CCL-5
(RANTES), a chemokine mainly produced by activated lymphocytes which is induced by
ZP1, and which can reduce the production of pro-inflammatory cytokines in whole blood.
Lastly, we observed that the intraperitoneal injection of ZPI with LPS decreased significantly

plasma levels of IL-6 and TNF-a in mice.

Keywords : protein Z-dependent plasma protease inhibitor, pro-inflammatory cytokines,

CCL-5, lipopolysaccharide, monocytes
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Introduction

The protein Z-dependent plasma protease inhibitor (ZPI) is a member of the serpin
superfamily, identified in human plasma that produces rapid inhibition of factors Xa (FXa)
and Xla (FXIa). The inhibition of FXa requires the presence of Protein Z (PZ), a vitamin K-
dependent factor, which increases more than 1000-fold the inhibition rate of FXa. In contrast,
the binding of PZ to ZPI reduces the rate and extent of factor Xla inhibition produced by ZPI
but unfractioned heparin enhances the rate and the extent of factor Xla inhibition by ZPI.
During its inhibitory interaction with factor Xa and factor Xla, ZP1 is proteolytically cleaved
with the release of a 4.2-kd peptide (Han et al., 2000). PZ and ZPI circulate as a complex in
both human and mouse plasma but in man, there is excess of free ZPI, whereas in the mouse
there is an excess of free PZ (Tabatabai et al., 2001; Girard et al., 2013). ZPI-deficient mice
exhibit a higher frequency of thrombosis following arterial injury and an increased mortality
from pulmonary thromboembolism following collagen/epinephrine infusion than wild-type
mice (Zhang et al., 2008). However, the consequences of a ZPI deficiency in humans remain

uncertain (Al-Shangeeti et al., Corral et al., 2007).

Recently, it was shown that subcutaneous injection of turpentine in mice induced an
approximately 3-fold increase in both ZPI mRNA and plasma levels, indicating that ZPI is an
acute phase reactant. In contrast, PZ mRNA were not affected, and the 2-fold increase of
plasma PZ levels, which appeared 2 days after the increase of plasma ZPI levels, was
attributed to a prolongation of the PZ half-life when it circulates in complex with ZPI (Girard
etal., 2013).

It is now evident that acute phase reactants play a role in minimising the harmful effects of
inflammation in host tissue. For example, alpha-1 antitrypsin (AAT) is an acute phase protein
belonging to the serpin superfamily (Kalsheker et al., 2002). The importance in its role is
highlighted by the development of emphysema and other inflammatory conditions in
individuals with AAT deficiency (Richmond & Zellner, 2005). It has been suggested that the
increase in AAT levels during acute inflammation may not only be protective to the host
through blocking excessive serine proteinase activity, but also by regulating the expression of
pro-inflammatory cytokines (Janciauskiene et al., 2004). Therefore, this prompted us to
analyse whether ZPI, in addition to its coagulation regulatory activity, could have a role in

dampening excessive inflammatory response.
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Materials & Methods
Reagents

Lipopolysaccharide (LPS) was from Escherichia coli 0111:B4 (Sigma-Aldrich, Lyon,
France). Purified PZ was from Hyphen-Biomed (Neuville-sur-Oise, France). After
reconstitution, it was dialyzed against phosphate buffer saline (PAN Biotech, Germany).
Unfractionated heparin (UFH) was from Sanofi-Aventis (France). Purified FXla and FXa
were from Enzyme Research Laboratories (Stago-BNL, The Netherlands). Congenital

deficient plasmas were from George King Bio-medical (Cryopep, France).
Production and purification of recombinant human ZPI and ZPI (Y387A)

Human ZPI cDNA (NCBI, NM_001100607.2) was cloned into the Notl and BamH1 site of
pCEP4 vector (NeoBiotech, Nanterre, France). ZPl Y387A cDNA was provided by
ProteoGenix (France), PCR-base site-directed mutagenesis with pCEP4-ZP1 (WT) as template
was used to change the codon for Y387 (TAT) of ZPI into that of alanine (GCT), and
mutation was confirmed by sequencing the ZPl1 cDNA. Then, pCEP4-ZPI (WT) and pCEP4-
ZPI (Y387A) were amplified in One Shot™ Top10 E.coli (ThermoFisher, France) according

to the manufacturer’s instructions.

FreeStyle™ 293-F cells (Invitrogen, France), grown in F17 medium supplemented with 2mM
Glutamin, 0.1 U/mL Penicillin and 0.1 mg/mL streptomycin, were transfected with pCEP4-
ZP1 (WT) or pCEP4-ZPI (Y387A) by liposome-mediated transfection. Briefly, 200 mL of
cells were transfected with 200 pg of plasmid DNA by polyethylenimine (PEI) on Optimem
medium. After 7 days of cells cultured in supplemented F17 medium, the media was collected

and centrifuged to remove cells, supernatants were purified.

Recombinant human ZPI (rhZP1) WT and rhZPI (Y387A) were purified similarly from media
by two successive chromatography steps on Heparin-Sepharose (GE Healthcare, France) and
ResourceQ™ (GE Healthcare). Briefly, 600 mL of media containing the rhZP1 were applied
at a flow rate of 5 mL/min to a 5 mL Heparin-Sepharose column equilibrated in 0.1 M NacCl,
0.02 M MES, 0.001 M EDTA pH 6.3 at 20°C. The column was washed with 50 mL
equilibrium buffer and then eluted with 20 mL linear gradient from 0.1 M NaCl to 0.6 M

NaCl in the same buffer.

Fractions corresponding to the pic (between 0,3 and 0.4 M of NaCl) on chromatograph were
pooled and dialyzed against 0.015 M NaCl, 0.02 M MES, 0.001 M EDTA pH 7.4 at 4°C.

ResourceQ™ column: dialyzed pooled fractions from previous step was applied at flow rate 1
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mL/min to a 1 mL ResourceQTM column equilibrated in 0.02 M NaCl, 0.02 M MES, 0.001
M EDTA pH 7.4 at 20°C. The column was washed with at least 10 mL of the same
equilibrium buffer and eluted with 15 mL linear gradient to the same buffer containing 140
mM NacCl.

Fractions were selected by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis and
pooled fractions containing pure rhZPI were concentrated by ultrafiltration with a 30 000-Da
cutoff membrane on PBS buffer. The inhibitory activity of rhZPI against factor Xla and FXa

in presence of cofactors were evaluated to validate the batch.
Whole blood assay

Peripheral blood was collected from healthy donors with their informed consent, nine
volumes into one volume of 3.2% trisodium citrate (BD vacutainer® tubes). Blood collected
was diluted (1:1) in RPMI-1640 medium (ThermoFisher Scientific) supplemented with tri-
sodium citrated (3.2%)

Ninety pL of diluted blood were incubated for 30 minutes at 37 °C and in a 5 % CO; humid
atmosphere with the different proteins tested, in a volume of 10 pL in 96-well cell culture
plate (VWR, France), before the stimulation by LPS (5 uL, at a concentration of 10 ng/mL).
After a 4 h or 20 h incubation period at 37°C, whole blood was collected and centrifuged

(2000 g, 10 min) and supernatants were stored at -20°C until cytokine dosages.
Isolations of monocytes, platelets and polymorphonuclear neutrophils

Peripheral blood was depleted in platelets by centrifugation at low spped (300 g, 10 min at
room temperature), and platelet-rich-plasma was discarded, then peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) were isolated from platelet-depleted-blood by Ficoll-Plagque™
PLUS centrifugation (GE Healthcare) at 300 g for 45 min. Cells were washed in RPMI 1640
medium, then resuspended in RPMI-1640 medium supplemented with 10 % fetal bovine
serum (Gibco, France), 2 mM Glutamin, 100 U/mL Penicillin and 100 pg/mL streptomycin
(ThermoFisher, France). In 96-well cell culture plate, 90 pL of PBMC suspension (10°
cells/well) were pre-incubated 30 min with 10 pL of the proteins tested and stimulated with 5

ML of LPS for a final concentration of 1 ng/mL.

Monocytes were isolated from lymphocytes by adherence in 48-well cell culture plates
(VWR). Briefly, PBMC (1.2x10° cells/well) were incubated 45 min at 37°C in a 5 % CO;
humid atmosphere, then 2 times washed with PBS buffer. Isolated monocytes were cultured in
270 pL of complete RPMI-1640 medium or RPMI-1640 medium supplemented with
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autologous plasma (10, 25 or 50%). Monocytes were pre-incubated for 30 minwith 30 uL of
the proteins tested, and then stimulated with 15 pL of LPS (at a final concentration of 1
ng/mL).

Polymorphonuclear neutrophils (PMN) were isolated from fresh buffy coats prepared from
blood of healthy donors. First, leukocytes were separated from erythrocytes by sedimentation
on a separating medium containing 5% Dextran T500® (Pharmacia, Sweden) in 0.9% saline.
PMN were separated from PBMC by centrifugation on Ficoll-Plaque™ PLUS. Contaminating
erythrocytes were removed by hypotonic lysis (H,0), and PMN were resuspended in Hank’s
buffered salt solution (HBSS) (ThermoFisher Scientific) supplemented with 0.05% FBS and
10 nM Hepes (ThermoFisher Scientific).

For washed platelet preparation, venous blood was collected in 10 % ACD/A buffer (75 mM
trisodium citrate, 44 mM citric acid, 136 mM glucose, pH 6) and D-Phenylalanyl-L-prolyl-L-
arginine Chloromethyl Ketone PPACK (80 uM), and washed platelets were prepared as
described previously (Adam et al., 2003)

Proteome Profil Human Cytokine Array kit (R&D Systems, France)

The kit was used according to manufacturer’s instructions. Briefly, while nitrocellulose
membranes containing different capture antibodies were incubated at room temperature with a
blocking buffer, 200 pL of plasma samples were incubated with biotinylated detection
antibody to a final volume of 1.5 mL at room temperature for one hour. Then, block buffer
was aspirated and samples were incubated with the membranes at 4°C overnight. Membranes
were removed and washed three times for 10 min. Streptavidin-HRP was incubated with
membranes for 30 min and after three washes, captured proteins are visualized using
chemiluminescent detection reagents. This cytokine array kit detects simultaneously 28
cytokines and chemokines: IFN-y, IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12
p70, IL-13, IL-16, IL-17E, IL-18, IL-21, IL-27, IL-32, MIF, MIP-10/B, TNF-a, CCL1, CCL2,
CCL5, CXCL-1, CXCL-10, CXCL-11 and CXCL12.

Measurement of cytokines/chemokines levels

Human and murine cytokines (IL-6, TNF-a and CCL-5) were measured using the specific
ELISA Duosets assays (R&D System Bio-techne, Lille, France), according to manufacturer’s

instructions
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LPS-induced inflammation in mice

Housing and experiments were done as recommended by French regulations and the
experimental guidelines of the European Community. This project was approved by the
ethical committee CEEA26 under the number APAFIS#5994-201607061607594.v2.

Female wild-type (WT) C57BI/6J mice (17-20g; 8-weeks-old) were purchased from Envigo
(Gannat, France). The animals were maintained in pathogen-free conditions and handled

according to national and institutional guidelines.

Inflammation was induced in 8-weeks-old mice by intra-peritoneal injection of LPS (0.1
mg/kg) in NaCl 0.9% or with rhZPIl (90 ug or 180 pg). Blood was collected before and 2
hours after LPS administration on retroorbital and intracardiac ways respectively. Plasma was
separated by centrifugation (20 minutes; 15009) and stored at -20°C until analysis. Peritoneal
lavage was performed with 2 mL PBS/1% BSA 2 hours after LPS administration.

Statistical analysis

Graphpad Prism 6 was used for statistical tests. Repeated measures were analyzed with
ordinary ANOVA including Dunnett or Bonferroni post test for multiple comparisons.
Student t test was used when only two groups of mice were compared each other. A p value

less than 0.05 was considered statistically significant.
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Results

Recombinant human ZPI inhibits the synthesis of IL-13, IL-6, TNF-« and Macrophage
Inhibitory Protein-1 (MIP-1) but increases the production of the chemokine CCL-5 (RANTES,
Regulated on Activation, Normal T cell Expressed and Secreted).

In order to identify a possible effect of rhZP1 on the production of mediators of inflammation
in LPS-stimulated whole blood, we used a protein micro-array which allows the simultaneous
detection of 36 mediators of inflammation. Whole blood was incubated for 4 hours in the
presence of LPS (controls), LPS (10 ng/mL) or rhZPI (250 nM) or both LPS and ZPI. In
controls, no cytokines or chemokines were detected by the array, but surprisingly, in addition,
ZP1 alone induced a significant increase of CCL-5 (fig 1). In the presence of LPS, a
significant production of IL-1R, IL-6, TNF-a, IL-1RA, MIF, MIP-1 and CCL-5 was observed.
The production of IL-1R, IL-6, TNF-a, and MIP-1 was significantly decreased in the presence
of rhZPI, whereas the induction of CCL-5 by LPS was enhanced by ZPI (fig 1) The secretion
of IL-1RA and MIF induced by LPS was unaffected by ZPI.

Recombinant human ZPI dose-dependently decreases the production of IL-6 and TNF-« in
LPS-stimulated whole blood.

In order to confirm and characterize the inhibitions of the pro-inflammatory cytokines IL-6
and TNF-a observed on the array, increasing concentrations of rhZP1 (from 62,5 to 250 nM),
corresponding to 1 to 4-fold physiological concentrations of plasma ZPI, were added in whole
blood, 30 min before the addition of LPS (10 ng/mL). After a 20 hours incubation, plasma
levels of IL-6 and TNF-a were quantified. IL-6 and TNF-a were significantly dose-
dependently decreased, with a significant inhibitory effect observed from 125 nM of rhZPI
(Fig 2A & 2B). This inhibitory effect was also observed when a shorter incubation time (4
hours) was chosen (Fig 2C & 2D).

Effects of purified PZ or unfractioned heparin (UFH) on the inhibitory effect of rhZP1 on the
production of IL-6 and TNF-a in LPS-stimulated whole blood.

As ZPI forms a complex with PZ, and as some biological effects of ZPI are potentiated by PZ
(for example the inhibition of FXa), we evaluated if the down-regulation of IL-6 and TNF-a

in LPS-stimulated whole blood was dependent of the presence of PZ. Increasing
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concentrations of purified PZ alone, from 62.5 to 250 nM had no significant effect on the
production of IL-6 or TNF-a (table 1). At the lowest concentration tested (62.5 nM), rhZPI
alone has no significant inhibitory effect on the production of IL-6 or TNF-a, but in the
presence of an equimolecular concentration of PZ (62.5 nM), a significant inhibitory effect
was observed on the secretion of TNF-a. (table 1). For the higher concentrations of thZPI, the
addition of PZ did not further increase the inhibitory effect of ZPI.

It has been observed that UFH increases the inhibitory capacity of ZPI towards FXla.
Therefore, we analysed if the addition of UHF influences the inhibitory effects of ZPI on the
production of IL-6 and TNF-a in LPS-stimulated whole blood. Increasing concentrations of
UHF up to 0.6 U/mL had no significant effect of the inhibitory effect of ZPI (data not shown).

The inhibitory effect of ZPI on the production of IL-6 and TNF-a in LPS-stimulated whole
blood is conserved using the rhZPI (Y387A)

Tyrosine 387 has been shown to be the P(1) residue at the reactive center of the ZPI molecule
and rhZPI(Y387A), a form of ZPI in which tyrosine 387 has been changed to alanine, lacks
PZ-dependent factor Xa and factor Xla inhibitory activity (Han et al., 1999, Han et al., 2000).
To analyse the importance of the reactive centre loop (RCL) of ZPI, we studied the effects of
the rhZPI('Y387A) on the proinflammatory cytokines production in LPS-stimulated whole
blood. As shown on fig 3, rhZPI1(Y387A) had a significant inhibitory effect on the production
of IL-6 and TNF-a induced by LPS in whole blood. The inhibitory effect of the variant was
slightly weaker that the inhibitory effect of rhZPl. The rhZPI(Y387A) inhibited also the
secretion of pro-inflammatory cytokines when the incubation period was decreased to 4 hours
(data not shown). Taken together, these data suggest that the RCL contributes, in part, to the
anti-inflammatory activity of rhZPl, but that most of anti-inflammatory activity is
independent of the RCL.

The inhibitory effects of rhZPI is observed even when it is added after LPS stimulation.

In our first experiments, we added before the stimulation by LPS. Therefore, we checked
whether ZP1 could have an inhibitory effect even after the stimulation of blood by LPS. As it
can be seen on figure 4, the inhibitory effect of ZPI on the production of IL-6 and TNF-a on
LPS-stimulated whole blood was still significant when ZPI was added 1 hour after the
addition of LPS. This effect disappeared when ZPI was added 4 hours after LPS stimulation.
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The inhibitory effect of ZP1 on cytokine production by LPS activated monocytes requires a
cellular cooperation and the presence of plasma.

In order to better characterize the mechanisms of the inhibitory effect of rhZPl on the
production of pro-inflammatory cytokines induced by LPS, we analysed the effects of ZPI on
purified cells. Surprisingly, ZP1 was unable to inhibit the production of IL-6 or TNF-a by
purified monocytes stimulated by a weak concentration (1 ng/mL) of LPS (data not shown).
The inhibitory effect of ZPl was only seen when it was added on peripheral blood
mononuclear cells (PBMC), (fig 5-A) suggesting that a cooperation between lymphocytes and
monocytes is needed. In contrast, ZPl was inefficient to inhibit the cytokine production
induced by LPS when monocytes where co-incubated with washed platelets or purified
polymorphonuclear (data not shown). Lastly, a weak but significant inhibitory effect of ZPI
on cytokine production by LPS-stimulated monocytes was observed in the presence of plasma
(fig 5 B), but only on the IL-6 production, suggesting that ZPI antiprotease activity could be
involved in its inhibitory activity on cytokine production. As ZPI, in the absence of PZ,
inhibits only FXla, we tested if the anti-inflammatory activity of the rhZPI was related to its
inhibition of FXla. However, the inhibitory effect of rhZPl was still observed when FXI
deficient plasma was used instead of normal plasma. We studied also plasmas deficient in
factor XII, FVIII were also studied the inhibitory effect of rhZP1 was also observed (fig 5C).

Administration of recombinant human ZPI to mice inhibits the increase of plasma levels of IL-

6 and TNF-a induced by intraperitoneal injection of LPS

Lastly, we evaluated whether the in vivo administration of ZPI to mice could counterbalance
the inflammatory response induced by LPS. Mice were injected intraperitoneally (i.p) with 0.1
mg/kg of LPS, alone or in combination with increasing doses of ZPI (90 or 180 ug). A
significant decrease of plasma TNF-a was observed at the dose of 90 pg, plasma IL-6 was
only decreased at the highest dose tested (fig 6A). There was a trend to a decrease of plasma
MCP-1, which was not statistically significant. As observed in the whole blood model, i.p
injection of ZPI induced a significant secretion of CCL-5 in peritoneal lavage, but it did not
enhance the production of CCL-5 induced by LPS alone (fig 6B).
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Discussion

In the present work, we describe that the serpin ZP1 exerts an anti-inflammatory activity, both
in vitro and in vivo. This effect requires high concentrations of ZPI, since, in vitro, the
maximal effect on IL-6 and TNF-o was observed at a 4-fold physiological concentration. The
serpin antithrombin (AT) has been shown to exerts anti-inflammatory activity in vitro at very
high concentrations (20 Ul/mL) (Oelschldger et al., 2002) and these high doses required in
vivo to reverse organ dysfunction in sepsis are associated with an increased bleeding tendency
(Hayakawa et al., 2016). Similarly, in vitro, activated protein C (aPC) was shown to have
anti-inflammatory properties at 20-fold the physiological concentration of protein C (White et
al., 2000), but its use in clinic at high doses has been associated to an excessive haemorrhagic
risk (Marti-Carvajal et al., 2012). Therefore, as the cytoprotective and anti-inflammatory
effects of the physiological coagulation inhibitors (AT and aPC) appears at much higher
concentrations than their anticoagulant properties, their use in clinical situations is limited.
The major interest of ZPI is that, in absence of PZ, it inhibits only FXIa, the inhibition of
which does not cause spontaneous bleeding disorder (Al-Horani & Desai, 2016).
Interestingly, the inhibition of FXla generation was shown to improve the survival of mouse
in a model of polymicrobial sepsis, and to minimize the inflammatory response as well as the
coagulopathy (Tucker et al., 2012). Taken together, these preliminary data suggest that ZPI
could constitute an adjuvant therapy in the treatment of sepsis, since, in contrast to the other
natural anticoagulants hitherto tested, the high doses required to exhibit an anti-inflammatory

activity are unlikely associated with a bleeding tendency.

Several reports suggested a link between the activation of the contact phase of the coagulation
and inflammation. Activated factor XII (FXIla) was recently shown to induce the production
of pro-inflammatory cytokines by macrophages (Vorlova et al., 2017), and it was precedingly
indicated that the inhibition of FXla generation by the antibody 14E11 decreased circulating
levels of IL-6 and TNF-a (Tucker et al., 2012). Therefore, it could be speculated that the anti-
inflammatory activity of high concentrations of ZPI could be due to the inhibition of FXla.
However, this seems unlikely, since the anti-inflammatory activity of rhZPI was conserved
even in FXI deficient plasma and since the variant of ZPl (Y387A) which has lost its
inhibitory activity towards FXla has still an anti-inflammatory activity. It is to note that the
variant (Y387A) was slightly less efficient than the wild-type rhZPI to inhibit the production
of pro-inflammatory cytokines by LPS-activated monocytes. Therefore, we cannot totally

exclude a participation of the reactive loop centre of rhZPI to explain its anti-inflammatory
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capacity, but most of the anti-inflammatory activity of rhZPI is independent of the active

centre.

The mechanism of anti-inflammatory activity of ZPI is unclear. For AT and aPC, for example,
it was shown that they inhibit the nuclear translocation of NF-kB induced by LPS, and which
is necessary to induce the secretion of IL-6 and TNF-o by monocytes (Oelschlager et al.,
2002; White et al., 2000). The anti-inflammatory activity of these proteins was detected on
purified monocytes. In contrast, we were unable to show an inhibitory activity of ZPI on
purified monocytes stimulated by LPS as well as an impairment of NF- kB translocation to
the nucleus (data not shown). An inhibitory effect of ZP1 was evidenced on PMBC stimulated
by LPS, suggesting that a cooperation between both cellular types is mandatory for ZPI to
exhibit an anti-inflammatory activity. Surprisingly, we observed that incubation of ZPI alone
induced a rapid secretion of CCL-5 (RANTES). CCL-5 is stored in high quantity in platelets
and can be released by platelet stimulation (Tormey & Stack, 2014), therefore we first
eliminated the hypothesis, using washed platelets and flow cytometry analysis of platelet
activation, that the increase of RANTES was due to a platelet activation by the rhZPI (data
not shown). CCL-5 is mainly produced by lymphocytes (Conlon et al., 1995) and we can
suspect than this secretion of CCL-5 is necessary to decrease the production pro-inflammatory
cytokines by LPS-activated monocytes. Indeed, it was recently published that CCL-5
efficiently inhibits the release of IL-1p in response to stimulation of ATP receptor present on
monocytes surface (Amati et al., 2017). In our whole blood model, we observed that
recombinant CCL-5 decreased significantly the production of IL-6 and TNF-o (data not
shown), giving consistence to a role of the increase of CCL-5 induced by ZPI and the
concomitant decrease of 1L-6 and TNF-o.

An interrelation between the PZ/ZPI complex and the inflammation pathways was previously
suggested by the report of Butschkau et al (2013) indicating, that levels of IL-6 and IL-10
were substantially and significantly increased in PZ-deficient mice compared to their wild-
type littermates, when they were submitted to a generalized Shwartzman reaction. They did
not observe any consequences of ZPI deficiency on cytokines levels. These differences could
be due to the fact,that, in mice, in contrast to humans, there is no free ZPI, since PZ is in
excess in comparison to ZPI and all the ZPI is complexed to PZ. Furthermore, human and
murine ZPI are quite different, since murine ZP1 has a higher molecular mass than human ZPI

(92 kDa versus 72 kDa), suggesting different glycosylations, which could modify the activity
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of murine protein. In contrast, we were unable to show any capacity of PZ to modulate

inflammation.

In conclusion, we have evidenced the capacity of human ZPl to down-regulate the
inflammation both in vitro and in vivo. As previously observed with alpha-1 antitrypsin,
another serpin positively regulated by inflammation, the mechanism(s) involved in its anti-
inflammatory activity is not restricted to its active site but clearly deserve further
investigations.
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Fig 1: Variations of the production of different inflammatory mediators in whole blood
incubated for 4 hours in the presence of PBS (controls), recombinant human ZPI (250 nM),
LPS (10 ng/mL) or both LPS and ZPI.

rhZP1 was added 30 min before the addition of LPS. Dots of the microarrays were integrated,
according to the manufacturer’s instructions. Results are expressed as percentages of
cytokines/chemokines induced by LPS which were considered arbitrarily as 100%. Results
(mean + 1 SEM) are the average of 3 independent experiments.

(A): variations of CCL-5 (RANTES), (B): inhibitory effects of ZPl on different
cytokines/chemokines. The antibody used in the array recognize both CCL-3 and CCL-4
(Macrophage Inhibitory Protein-1a and B) * p <0.05, ** p <0.01, *** p < 0.001 as compared
to the production of cytokines in the presence of LPS alone
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Fig 2: Effects of recombinant human ZPI (rhZPI) on the secretion of IL-6 and TNF-a in
whole blood activated by lipopolysaccharide (LPS). Cytokines were quantified after 20 hours
(A, B) or 4 hours (C, D) of incubation.

rhZP1 was added 30 min before the addition of LPS (10 ng/mL). Results are expressed as
percentages of IL-6 or TNF-a production in the absence of rhZPI (controls) which were
considered arbitrarily as 100%. Results (mean £ 1 SEM) are the average of 3 (A, B) or 4 (C,
D) independent experiments in triplicate. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 as compared
to the production of cytokines in the presence of LPS alone
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Fig 3: Effects of the rhZPI(Y387A) variant on the secretion of IL-6 and TNF-a in whole
blood activated by lipopolysaccharide (LPS). Comparison with wild-type rhZPI. Cytokines

were quantified after a 20 hours incubation.

rhZP1(Y387A) or rhZPl were added 30 min before the addition of LPS (10 ng/mL). Results
are expressed as percentages of IL-6 or TNF-a production in the absence of ZPI (controls)
which were considered arbitrarily as 100%. Results (mean £ 1 SEM) are the average of 3
independent experiments in triplicate. # # # p < 0.001 as compared to the production of
cytokines in the presence of LPS alone, *** p < 0.001 as compared to the production of

cytokines in the presence of wild-type ZPI.

94



100+

Percentage
[=2]
o
1

-30 0 30 60 240 time (min)

Fig 4: Inhibitory effects of 250 nM of recombinant human ZPI (rhZPIl) according to when
lipopolysaccharide (LPS) is added to the whole blood.

rhZP1 was added 30 min before, simultaneously or 30, 60 and 240 min after the addition of
LPS (10 ng/mL). Results are expressed as percentages of IL-6 or TNF-a production in the
absence of rhZPI (controls) which were considered arbitrarily as 100%. Results (mean + 1
SEM) are the average of 3 independent experiments in triplicate. ** p < 0.01, *** p < 0.001
as compared to the production of 1L-6 in the presence of LPS alone. ** p <0 0.01, ™" p <
0.001 as compared to the production of TNF-a in the presence of LPS alone.
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Fig 5: Effects of cellular cooperation and plasma on the inhibitory effects of recombinant

human ZPI (250 nM) on isolated LPS-stimulated monocytes

rhZPl was added 30 min before the addition of 1 ng/mL of LPS (A) Effects of ZPI on
peripheral blood mononuclear cells. (B) Variations of IL-6 production by LPS activated
monocytes in the presence of ZPI (250 nM) and increasing concentrations of normal plasma.
(C) Variations of I1L-6 production by LPS activated monocytes in the presence of ZPI (250
nM) and increasing concentrations of plasmas deficient in coagulation factors. Results are
expressed as percentages of cytokines induced by LPS which were considered arbitrarily as

100%. Results (mean + 1 SEM) are the average of 3 independent experiments in triplicate.
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Fig 5: Effects of increasing doses of ZPI on the intraperitoneal injection of LPS to mice. (A):
variations of plasma IL-6, TNF-a and MCP-1 levels, (B) variations of CCL-5 in peritoneal

lavage.

rhZPl (90 or 180 ug) was injected simultaneously with 0.1 mg/kg LPS in mice
(intraperitoneal injection). Mice group control (n = 9), mice group ZPI 90 pg (n = 8), mice
group ZPI 180 pg (n = 5) Plasma and peritoneal lavage were collected 2 hours after LPS
administration. (A): variations of plasma IL-6, TNF-a and MCP-1 levels, (B) variations of
CCL-5 in peritoneal lavage. Results are expressed as percentages of cytokines/chemokines

induced by LPS injection in mice control which were considered arbitrarily as 100 %. Results

(mean £ 1 SEM)
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Table 1: Effects of purified Protein Z (PZ) on the inhibitory effects of recombinant human
ZP1 (rhZP1) on the secretion of IL-6 and TNF-a in LPS-stimulated whole blood.

IL-6 inhibition (%)

TNF-a inhibition (%)

Pz i PZP | ey P2 Ze1 PR |
625nM | 5.7+09 | 05+09 19.9+39°°| 0001 | 023+90 | 1250 305+2.3°° |  0.006
1250 | 1741141 | 276+39% | 351222 0240 | 11.6+45 | 33.7+45% | 5022+9.7 | 0.185
o50nM | 21.8+6.0 | 65.8+3.0%%*| 71.6+ 1.9 0437 | 32+78 75.1+3.2%%*| 82.2+6.8 0.786

rhZPl and PZ were added 30 min before the addition of LPS (10 ng/mL). Results are
expressed as percentages of inhibition of 1L-6 or TNF-a production. Results (mean + 1 SEM)
are the average of 3 independent experiments in triplicate. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <
0.001 as compared to the production of cytokines in the absence of ZPI. °° p < 0.01 as
compared to the effect of ZPI alone
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Résultats supplémentaires

Le ZPI diminue, de maniére dose-dépendante, la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires
induites par le LPS dans un modeéle in vitro en sang total. Ces observations ont été confirmées
in vivo dans un modéle d’endotoxinémie par injection de LPS par voie intrapéritonéale chez la
souris. En sang total, le variant ZPI (Y387A), qui n’a plus d’activité anticoagulante aprés
I’induction d’une mutation au niveau de sa boucle réactive, posseéde encore des propriétés
anti-inflammatoires. Donc, le ZPI posséde un effet anti-inflammatoire indépendant de son
activité anticoagulante. Ces propriétés conferent au ZPI un intérét potentiel dans le traitement
du choc septique. De plus, le ZPI inhibe le FXIa de la coagulation, dont I’inhibition a été
montrée comme pouvant améliorer la survie dans des modeles de souris en choc septique.
Dans D’article que j’ai présenté, nous avons utilisé 1’injection intra-péritonéale de rhZPlI.
Toutefois ce modele a une limitation certaine, car le ZPl humain a des caractéristiques
différentes du ZPI murin (masse moléculaire de 92 kDa du ZPI murin versus 72 kDa pour le
ZP1 humain, vraisemblablement en fonction de glycosylations différentes). De plus,
I’injection de LPS ne permet pas de reproduire les différentes étapes du sepsis. Le modele

ligature et ponction caecale (LPC) semble étre un modele plus relevant (272).

Pour établir le modele in vivo présenté précédemment, nous avons donc recherché la durée de

vie du rhZPI injecté a la souris.

Deuxiémement, comme les protéines recombinantes peuvent avoir des glycosylations
différentes de la protéine endogéne nous avions envisagé d’induire chez la souris du ZPI par

injection hydrodynamique.

J’ai commencé par mettre au point la technique en déterminant la dose de plasmide a injecter
et I’intervalle de temps nécessaire pour avoir la concentration maximale de ZPI dans le
plasma des souris. Par la suite, la LPC a été réalisée chez la souris le jour correspondant a
I’atteinte du pic du taux plasmatique de ZPI. La survie des souris entre le groupe traité et le
groupe controle a été comparée pour apprécier 1’effet protecteur d’un taux plasmatique élevé
de ZPlI.
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Matériels et méthodes

Production des plasmides pour I’injection hydrodynamique (IH)

L’ADN codant pour le ZPI murin (273) a été inséré dans le vecteur pLive entre les sites NHel
et Xhol (Eurogentec, Belgique). La transformation bactérienne a été realisée avec le kit One
Shot TOP10 (ThermoFisher), permettant I’amplification des plasmides pLive-ZPIm et le
contrble pLive vide. Aprés leur extraction, les plasmides sont veérifiés par digestion

enzymatique avec NHel et XHol suivie d’une migration sur un gel d’agarose 1%.
Souris

Les souris utilisées étaient des C57BL/6 femelles d’environ 20 g et fournies par Envigo
(Gannat, France).

La demi-vie du rhZPI a été évalué par I’injection par le sinus rétro-orbitaire de 90 pug rhZPI (n
= 3 souris), soit un taux plasmatique qui serait a 45 pg/mL en supposant que la souris a 2 mL
de sang circulant. Puis des prélevements rétro-orbitaires avaient été effectués 5 min, 1 h, 4h,
6h et 24 h aprés I’injection. Le plasma est récupéré aprés centrifugation du sang (20 min,
1500 g) puis conservé a -20°C pour le dosage du ZPI.

Pour I’analyse de la cinétique de production du ZPIm aprés TH, les souris avaient été divisees
en 2 groupes (5 souris/groupe): un groupe recevant le vecteur pLive vide (contrble) et un
groupe recevant pLive-ZPIm. Une injection de 100 pg de plasmides (dilué dans du sérum

physiologique) par souris était réalisée.

La ligature et ponction caecale (LPC)

La ligature et ponction caecale a été réalisée 4 jours aprés I’'TH, 4 groupes de souris ont été
constitués :

- Groupe 1: IH pLive et « Sham » (n = 5)

- Groupe 2 : IH pLive et LPC (n =5)

- Groupe 3 : IH pLive-ZPIm et « Sham » (n = 5)

- Groupe 4 : IH pLive-ZPIm et LPC (n =5)
Le protocole pour la LPC suit les recommandations de Rittirsch et coll. (274). Brievement, les
souris anesthésiées (injection intrapéritonéale de buprénorphine 0,05 mg/kg puis isoflurane)
étaient rasées et désinfectées a la bétadine au niveau de 1’abdomen, puis une laparotomie

médiane de 1,5-2 cm a été réalisée. Le caecum était par la suite exposé, ligaturé a sa base,
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puis perforé a 1’aide d’une aiguille 21 G pour extérioriser de la matiere fécale. Ensuite, le
caecum était remis dans la cavité abdominale suivi d’une suture abdominale. Les souris
avaient recu une injection sous-cutanée de NaCl 0,9 % (3 mL/100 g) avant leur réveil, puis
remises en cage individuellement.

La sévérité du modele dépend de la longueur du caecum ligaturé, plus la surface ligaturée est
longue, plus le modéle sera sévere. Nous avons choisi un modéle sévére avec au moins 75 %
de caecum ligature.

La méme procédure chirurgicale était effectuée aux souris du groupe contrdle appelé
« Sham », a I’exception de la ligature et de la perforation caecale.

Un prélévement retro-orbital avait été réalisé avant et un jour aprés 1’opération pour les 4
groupes de souris, des prélevements supplémentaires apres 7 et 10 jours de I’'TH avaient €été
effectués pour les souris contrdles. Une numération sanguine est réalisée avec le sang prélevé
sur EDTA (8 uL d’EDTA 0,5 M pour 4 gouttes de sang) et le plasma est obtenu aprés une
double centrifugation (2000 g, 10 min) du sang puis conservé a -20°C pour le dosage du ZPI
murin.

Pour déterminer la courbe de survie dans les deux groupes LPC, les souris étaient surveillées
toutes les heures dans la journée et toutes les 5 heures pendant la nuit. Une injection

intrapéritonéale de buprénorphine était réalisée toutes les 12 heures.

ELISA pour le dosage du ZPl humain

C’est un « ELISA sandwich » dont le protocole a été développé dans notre laboratoire.
L’anticorps de capture est un anticorps de mouton anti-ZPI (ABIN 572295, Molecular
Innovations, USA), utilisé a 5 pg/mL dans un tampon contenant 50 mM de carbonate
(Na,CO3, NaHCOs3), pH 9,6. Cent pL sont déposés dans les puits d’une microplaque a 96
puits (Maxisorp, ThermoScientific). Aprés avoir laissé la plaque pendant une nuit a 4°C, les
100 pL sont éliminés par retournement et les puits sont lavés 3 fois avec une solution de PBS
additionné de 0,1 % de Tween (PBS-T). Les puits sont ensuite saturés a température ambiante
pendant au moins 1 h avec du tampon PBS contenant 5 % de BSA et 0,1 % de Tween 20. Les
échantillons a doser sont déposés (50 pL/puits) et mis a incuber pendant 2 h, puis aprés 3
lavages au PBS-T, 50 uL d’anticorps de révélation (anticorps anti-ZPl de mouton couplé
directement a la peroxydase) (ABIN 572298, Molecular Innovations, USA), a la
concentration de 5 pg/mL dans du PBS additionné de 1 % de BSA et 0,1 % de tween 20, sont
déposés. Les puits sont lavés 3 fois avec du PBS-T et le substrat de la péroxydase

(tétraméthylbenzidine, TMB, Interchim, Montlugon France) est ajouté (50 pL/puits). Aprés 5

101



min de révélation, la réaction est arrétée avec une solution de H,SO4a 2 M, et I’absorbance
est lue & 450 nm sur un spectrophotometre.
La gamme d’étalonnage est réalisée avec un pool de plasma humain (30 personnes), contenant

une concentration théorique de 4 mg/L de ZPI.
Western-blots

- Pour I’analyse de la demi-vie du ZPI recombinant humain (rhZPI) chez la souris, une
quantité de 10 ng a été déposé comme contréle et les plasmas de souris sont dilués a
1/20 (20 pL/dépdts).
- Pour le dosage du ZPI murin, une gamme de pool de plasma de souris (dilutions :
1/10, 1/20, 1/40 et 1/80) et les plasmas des souris contenant le ZPI a doser (diltuion
1/40) sont déposés en gel pour la migration (20 pL/dépots).
La migration des échantillons se fait sur un gel 4-12 % de polyacrylamide NUPAGE® Bis-
Tris, 1 mm d’épaisseur, 15 puits (ThermoFisher Scientific). Les échantillons sont dilués dans
du tampon Laemmli (62,5 mM de Tris-HCI a pH 6,8, 2 % de SDS, 10 % de glycérol, 0,004 %
de bleu de bromophénol, et 5 % de B-mercaptoéthanol), puis dénaturés a 100°C pendant 5
min. Le marqueur de poids moléculaire utilisé est le « Prestained Protein Ladder »
(Euromedex, France). La migration est effectuée a 100 Volt pendant 10 min, puis a 220 V
pendant 50 min, dans un tampon NUPAGE MOPS (ThermoFisher Scientific). Les protéines
sur le gel sont ensuite transférées sur une membrane de nitrocellulose (Amersham Protran™
0,45 um, GE Healthcare). La membrane est par la suite saturée avec 5% de BSA diluée dans
du Tris-Buffered saline (TBS) pendant au moins 1 heure. Ensuite, I’anticorps primaire est
dilué dans du PBS avec 1% de BSA et incubé toute la nuit & 4°C. La membrane est ensuite
lavée trois fois pendant 10 min avec du TBS contenant 0,1 % de Tween20, et incubée pendant
1 heure a température ambiante avec 1’anticorps secondaire dans du TBS. La
chimioluminescence est ensuite analysée par ajout du substrat enhanced chemiluminescence
(ECL) (Pierce™ ECL, ThermoFisher Scientific).

- Western-blot anti-ZPI humain : ’anticorps primaire est ajouté a la concentration de
0,6 pg/mL (ref: ABIN572295, Antibodies.online.com) et 1’anticorps secondaire est un
anticorps anti-mouton couplé a la peroxydase (Jackson IR, Angleterre), dilué a
1/20000.
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Western-blot anti-ZP1 murin : I’anticorps primaire est ajouté a la concentration de 0,3
pg/mL (ref: ABIN2000749, Antibodies.online.com) et I’anticorps secondaire est un
anticorps anti-lapin couplé a la peroxydase (Abcam), dilué a 1/20000.

L’intensité de la bande correspondant au ZPIm obtenue en western-blot était
quantifiée par le logiciel Image J, puis normalisée par rapport a celle de I’albumine
pour chaque souris. La concentration du ZPIm dans 1’échantillon ¢était déduite en
intégrant son intensité de bande dans celle obtenue avec la gamme de pool de plasma

murin.
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Résultats

Le rhZPI a une demi-vie trés courte aprés une injection intraveineuse chez la souris

Une administration par voie intra-péritonéale du rhZPl diminue la sécrétion des cytokines
pro-inflammatoires induites par une injection de LPS chez la souris. Afin de confirmer I’effet
protecteur du ZPI dans un modele de choc septique, nous avons commencé par évaluer la
demi-vie du rhZPI pour une éventuelle administration systémique. Le rhZPl (90 pg) a été
administré par le sinus retro-orbitaire, et sachant qu’un taux plasmatique aux environs de 45
pg/mL était attendue apres 1’administration, 3,5 pg/mL est dosé dans le plasma 1 heure apres

I’injection (figure 1).
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Figure 1 : Elimination du rhZPIl aprés une administration par le sinus retro-orbitaire
chez la souris.

Dosage du rhZPI a différents temps aprés [’injection retro-orbitaire (A) par ELISA. # le taux
plasmatique est > 10 pg/mL (B) en western-blot. Le ZPI a été identifié par [’anticorps (ref:
ABIN572295, Antibodies.online.com) qui ne reconnait que le ZP1 humain.

L’injection hydrodynamique (IH) permet d’augmenter le taux plasmatique de ZPIl chez la

souris.

L’IH consiste a I’injection rapide d’un volume important d’ADN codant pour le ZPI murin
(ZPIm) au niveau de la veine caudale des souris. Nous avons commencé par verifier si le taux
plasmatique de ZPIm peut étre augmenté par cette technique, puis déterminé la cinétique de
production du ZPI murin dans le plasma des souris apres I’[H. Une augmentation significative
du taux plasmatique du ZPIm est observée 2 jours apres I’IH (J2) (184 + 17 %, p < 0,001),
avec un pic de concentration atteint a (J4) (259 + 36 %, p < 0,001) et une diminution
progressive jusqu’a (J10) (128 + 15 %). Toutefois, I’augmentation reste encore significative a

J7 (157 £ 8 %) (Figure 2)
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Figure 2 : Cinétique de ’augmentation du taux plasmatique de ZPI apreés I’injection
hydrodynamique chez la souris.

Représentation du taux plasmatique de ZPIm aprés [’injection hydrodynamique (IH), les
souris ont été prélevées a différents jours aprés I'IH (J2 a J10), 5 souris par groupe ont été
observées. *** p< 0,001 par rapport au taux de ZPIm dans le contr6le (groupe pLive).

Réalisation de I’IH suivie de la ligature et ponction caecale (LPC)

Afin d’analyser I’effet protecteur d’un taux élevé du ZPI dans le plasma au cours du choc

septique, nous avons décidé de réaliser le modele de choc septique (LPC) 4 jours apres I’TH.

Aprés la LPC, les souris opérées présentaient des signes comportementaux de choc
(déplacement limité et asthénie), et une numération sanguine caractérisée par une leucopénie

et une thrombopénie (figure 3).

Une veérification de I’augmentation du taux plasmatique du ZPIm a été réalisée (figure 4), et
malgré une moyenne plus élevée du taux de ZPIm dans le groupe pLive-ZPIm, 3 souris n’ont
pas eu I’augmentation souhaitée, deux dans le groupe LPC et une dans le groupe « Sham »
(figure 4).

Les 2 souris qui ne présentaient pas une augmentation de leur taux plasmatique de ZPI ont été
exclues dans la représentation de la courbe de mortalité. Les deux groupes de souris (pLive
LPC) et (pLive-ZPIm LPC) n’avaient pas une différence significative concernant leur survie

apres le choc septique (figure 5).
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Figure 3 : Taux des plaquettes et des leucocytes chez les souris apres la LPC.

Les souris ont été prélevés (rétro-orbitaire) avant et apres la LPC (ou Sham). Les valeurs des
taux plaquettaires et leucocytaires avant la chirurgie représentent la valeur des contbles
(Ctl), puis les souris ont été separées en deux groupes : groupe Sham et groupe LPC. ***p<
0,001 par rapport aux souris du groupe Sham.
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Figure 4 : Augmentation du taux plasmatique du ZPI chez les souris aprés I’injection
hydrodynamique.

(A et B) western-blot réalisé avec les plasmas des souris du groupe pLive ou pLive-ZPIm 4
jours apres l’injection hydrodynamique. (C) représentation de [’augmentation apres
quantification de [’intensité de bandes en western-blot.
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Figure 5 : Courbe de mortalité des deux groupes de souris (pLive) ou (pLive-ZPIm)
apres la LPC.

Groupe pLive, n =5 et groupe pLive-ZPIm, n =3
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Augmentation du taux plasmatique du ZPIm suite a la chirurgie

Le ZPI est une protéine de I’inflammation, il a été montré que son taux plasmatique augmente
notamment apres une ovariectomie chez la femme (1). Le taux de ZPI dans les plasmas des 4
groupes de souris ont été dosés. Dans les deux groupes Sham (pLive et pLive-ZPIm) : une
augmentation du taux plasmatique de ZPI a été observée que ce soit chez les souris du groupe
pLive-ZPIm, dont le taux était déja élevé suite a I’IH, ou dans le groupe pLive. Dans les deux
groupes qui ont eu la LPC, les résultats sont hétérogenes, une augmentation est remarquée

seulement chez une souris du groupe pLive et chez 2 souris du groupe pLive-ZPIm (figure 6).
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Figure 6 : Taux plasmatique du ZPI chez les souris ayant eu ou non la LPC.

Dosage du ZPIm dans les plasmas de souris a différents jours apres ['IH. Chaque point
représente une souris. (A) Groupe Sham, divisé en deux sous groupes : pLive vide en bleu et
pLive-ZPIm en rouge. (B) groupe LPC, divisé en deux sous groupes : pLive vide en bleu et
pLive-ZPIm en rouge.
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Discussion et conclusion

Le rhZPI est éliminé rapidement suite a une administration systémique (rétro-orbitaire) chez
la souris, en absence de toute stimulation externe. Moins de 10 % de la quantité administrée
est retrouvée dans le plasma des souris 1 heure aprés I’injection. L’alignement de séquence
des acides aminés composants les deux protéines, ZP1 humain et murin, ont pourtant prés de
70 % d’homologie mais cette dégradation rapide de la circulation sanguine chez la souris

marque la barriere de 1’espéce.

De ce fait, I’injection hydrodynamique (IH) a été utilisée pour augmenter la concentration
plasmatique du ZPI chez la souris. C’est une technique qui consiste a une injection rapide (< 7
secondes) d’un volume de plasmides représentant 10 % du poids de la souris au niveau de la
veine caudale. Les plasmides injectés vont passer par la veine cave et transfecter les cellules
hépatique et permettre la production de la protéine dont I’ADN codant était contenu dans le
plasmide (275). Cette technique est souvent utilisée dans notre laboratoire, par exemple pour
I’augmentation du taux de von Willebrand chez la souris (276). L’injection hydrodynamique a
permis d’augmenter le taux plasmatique du ZPI a environ 2,5 fois chez les souris traités par
rapport aux souris contréles. Le pic d’augmentation est obtenu aprés 4 jours de I'IH et
diminue progressivement, nous avons décidé d’attendre ces 4 jours pour laisser le temps aux

souris de retrouver une numération saguine normale aprés 1’TH.

Le modele de choc septique réalisée chez la souris a été la ligature et ponction caecale (LPC).
C’est un modele décrit comme permettant en utilisant la souris ou le rat de se rapprocher de la
physiopathologie du choc septique chez I’homme (272). La survie des souris entre le groupe
traité et le groupe contrdle a été comparée pour apprécier 1’effet protecteur d’un taux
plasmatique élevé de ZPI chez la souris, aucune différence significative n’est observée entre
la survie du groupe traité par rapport au contrdle. Cependant, 1’effet anti-inflammatoire du
ZP1 gue nous avons observé en sang total nécessite au moins 4 ou 5 fois la concentration
physiologique du ZPI, donc il est possible que I’augmentation du taux de ZPI induite par I’IH
ne soit pas suffisante. De plus, le nombre de souris dans les deux groupes comparés sont

faibles.

Le taux plasmatique du ZPIl augmente chez les souris apres une simple chirurgie, en effet dans
le groupe Sham, ou il n’y a pas eu I’induction de la péritonite, une augmentation du taux de

ZPI est observée slirement en réponse a l’inflammation, le ZPIl étant une protéine de
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I’inflammation (79). Dans le groupe LPC, I’augmentation n’est pas retrouvée chez toutes les
souris, voire une diminution sur une des souris. Comme au cours du choc septique, il y a en
méme temps une inflammation et une activation de la coagulation, la diminution du ZPI peut

étre due a une consommation.

Pour conclure, I’augmentation du taux plasmatique de ZPI induite par I’IH n’est peut-étre pas
suffisante pour que le ZPI puisse avoir un effet sur la survie des souris en choc septique, une
injection de ZPI recombinant murin pourrait étre envisage, ceci permettrait d’administrer une

quantité plus importante de ZPI murin.
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Zéme

ZP1

partie : Etude de ’impact des NETs sur D’activité anticoagulante du

Introduction

L’inflammation et la coagulation sont deux mécanismes physiologiques €étroitement liés. Au
cours d’une inflammation aigiie, la dégranulation des polynucléaires neutrophiles suite a leur
activation va entrainer la libération, entre autres, des médiateurs toxiques et des protéases
comme I’élastase neutrophile (EN), la cathepsine G ou la myeéloperoxydase. Ces protéases
sont capables de cliver les inhibiteurs physiologiques de la coagulation, comme
I’antithrombine (277), le TFPI (158,278) et la protéine S (279), favorisant ainsi la coagulation
et la formation d’un réseau de fibrine. Plus récemment, la production de Neutrophil
Extracellular Traps (NETSs), appelée NETose, par les polynucléaires neutrophiles activés a été
mis en évidence. La NETose est une forme de défense par laquelle les polynucléaires
neutrophiles liberent un réseau de fibres de chromatines, composés d’ADN et d’histones,
décoré de protéines granulaires des neutrophiles dont I’EN et la cathepsine G. Les NETs ont
pour fonction premiére de piéger les microorganismes pathogénes dans un environnement
riche en enzymes bactéricides, pour éviter leur dissémination. Massberg et coll. ont montré
que les NETs sont capables d’induire une thrombose locale, notamment par clivage des
inhibiteurs physiologiques de la coagulation comme le TFPI via les protéases a leur surface
(158).

Le ZPI est un anticoagulant physiologique isolé en 1998 et dont la relevance physiologique a
été mise en évidence chez les souris déficitaires en ZPI par 1’observation d’une mortalité plus
importante par rapport aux souris « sauvages » dans des modéles de thromboses. Nous nous
sommes donc intéresseés aux interactions ZPI/NETs, notamment en ce qui concerne son

activité anticoagulante.
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Matériels et méthodes

Le FXla est une protéine purifiée fournie par Enzyme Research Laboratories (Stago BNL,
Pays-Bas), et le FXa distribué par Stago (France).

L’élastase Neutrophile (EN) de leucocytes humains provient de chez Sigma-Aldrich (ref.
E8140).

L’alphal-antitrypsine (AAT) était de chez Sigma-Aldrich.

La DNase I est une enzyme fournie par New England biolabs (France)

Isolement des polynucléaires neutrophiles et NETose

Les polynucléaires neutrophiles (PNN) sont isolés a partir de sang par élimination des
globules rouges suivi d’une centrifugation en utilisant du Ficoll-Plaque™ PLUS. Le culot de
PNN est resuspendu dans du Hank's Balanced Salt Solution HBSS (Dominique Dutscher,
France) supplémenté par 0,5 % de sérum de veau feetal ou SVF (Gibco - ThermoFisher
Scientific, Illkrich, France) & une concentration de 4.10° cellules/mL aprés comptage sur une
cellule de Malassez. Les PNN sont mis en culture & une concentration de 2,6.10° cellules/mL
dans une plaque de culture 48 puits (ThermoScientific) ou 1,3.10° cellules/mL dans des

chambres de culture & 8 compartiments (Lab-Tek I™

en plastigue Permanox,
ThermoScientific) et la NETose est induite par incubation a 37°C des PNN pendant au moins
3 heures avec du phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (Calbiochem, Merck-Millipore,

France) a une concentration finale de 50 nM dilué dans du HBSS.

Incubation du ZPI sur les NETs

Apres induction de la NETose, le surnageant cellulaire est éliminé par aspiration et remplacé
par 90 uL de HBSS contenant le rhZPl (50 pug/mL) en présence ou en absence de PZ (50
pg/mL) et en présence ou non d'AAT (250 pg/mL). Apres une incubation pendant 1h, 2h, ou
17h a 37°C, le surnageant contenant le rhZPI incubé sur les NETS a été collecté, centrifugé a
16 000 g pendant 10 min pour éliminer tout débris cellulaire, puis le surnageant a été conservé
a -20°C pour les analyses qualitatives suivantes. Apres avoir collecté le surnageant contenant
le rhZPI incubé sur les NETSs, ceux-ci ont eété dégradés par un traitement a la DNase (a 20
U/mL dans du HBSS sous un volume de 90 pL) pendant 20 min a 37°C. Ce milieu contenant
les NETs dégradés a ensuite été collecté, centrifugé a 16 000 g pendant 10 min pour éliminer
tout débris cellulaire, puis le surnageant a été conservé a -20°C pour les analyse qualitatives

suivantes.
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Immunofluorescence

Aprés incubation avec le rhZPI, en présence ou en absence de PZsur les NETSs, les cellules
sont fixées par 100 pL de paraformaldéhyde PFA (4 %) pendant 20 min. Ensuite, le PFA est

k™ est incubé a 4°C toute la nuit en

éliminé par deux lavages avec du PBS, et le Lab Te
présence de 1% BSA (150 pL/puits). Ensuite, I’anticorps anti-ZPl (ref: ABIN572295,
Antibodies.online.com) a la concentration de 10 pg/mL (150 pL/puits) est ajouté. Apres 1
heure d’incubation, aprés 3 lavages, I’anticorps secondaire (2 pg/mL) anti-mouton fluorescent
(Alexa 594, Invitrogen ThermoFisher) est incubé pendant 1 heure. Enfin, la lame est séchée et
le liquide de montage (Southern Biotech, USA) contenant du 4',6-diamidino-2-phénylindole
(DAPI) est ajouté pour observer les filaments d’ADN qui apparaissent en bleu lors de

I’observation au microscope a 350 nm.

Electrophorése en gel de polyacrylamide et dodecylsulfate de sodium (SDS-PAGE)

La migration des milieux réactionnels se fait sur un gel 4-12 % de polyacrylamide NUPAGE®
Bis-Tris, 1 mm d’épaisseur (ThermoFisher Scientific). Les échantillons sont dilués dans du
tampon Laemmli (62,5 mM de Tris-HCI a pH 6,8, 2 % de SDS, 10 % de glycérol, 0,004 % de
bleu de bromophénol, et 5 % de B-mercaptoéthanol), puis dénaturés a 100°C pendant 5 min.
Le marqueur de poids moléculaire utilisé est le « Prestained Protein Ladder » (Euromedex,
France). La migration est effectuée a 100 Volt pendant 10 min, puis a 220 V pendant 50 min,
dans un tampon NuPAGE MOPS (ThermoFisher Scientific). Apres migration, le gel est

coloré avec de I’InstantBlue™ (Expedeon, USA).

Pour la mise en évidence des produits de clivage de faible poids moléculaire (< 10 kDa), la
migration des milieux réactionnels se fait sur un gel Novex™ 10-20% Tricine Protein Gels, 1
mm d’épaisseur, 10 puits. Les échantillons sont dilués dans du tampon Tricine SDS Sample
Buffer puis dénaturés a 100°C pendant 5 min. La migration se fait a 100 V pendant 2 h dans
un tampon Tricine SDS Running Buffer. La coloration est réalisée en nitrate d’argent avec le

kit SilverQuest™ (ThermoFisher Scientific) pour améliorer la sensibilité.
Western-Blot

Aprés migration sur gel, les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose
(Amersham Protran™ 0,45 pm, GE Healthcare). La membrane est par la suite saturée avec
5% de BSA diluée dans du Tris-Buffered saline (TBS) pendant au moins 1 heure. Ensuite,

I’anticorps anti-ZPl est ajouté a la concentration de 0,6 pg/mL (ref: ABIN572295,
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Antibodies.online.com) dilué dans du PBS avec 1% de BSA et incubé toute la nuit a 4°C. La
membrane est ensuite lavée trois fois pendant 10 min avec du TBS contenant 0,1 % de
Tween20, et incubée pendant 1 heure a température ambiante avec 1’anticorps anti-mouton
couplé a la peroxydase (Jackson IR, Angleterre), dilue a 1/20000 dans du TBS. La
chimioluminescence est ensuite analysée par ajout du substrat enhanced chemiluminescence
(ECL) (Pierce™ ECL, ThermoFisher Scientific).

Activité anti-FXla du ZPI

La réaction enzymatique a été réalisée dans un tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH
7,5), avec 0,1% de polyéthylene glycol (PEG-8000) et 0,1 % BSA. Le ZPI (4,2 uM) est
incubé avec le substrat chromogénique CS2166 (1 mM, BIOPHEN™, Hyphen France) sous
un volume de 20 pL. Les réactions concomitantes d'hydrolyse du substrat catalysee par le
FXla et d'inhibition du FXla par le ZPI sont déclenchées par I'ajout de 80 pL de FXla (500
pM) au mélange ZPI-Substrat.

Activité anti-FXa du ZPI

La réaction enzymatique est réalisée dans un tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH
7,5), avec 0,1% de polyéthyléne glycol (PEG-8000), 0,1 % BSA, et 10 mM de CaCl,. Le ZPI
(100 nM) est incubé avec le substrat chromogénique CS1165 (2 mM, BIOPHEN™, Hyphen
France) en présence de PZ purifiée (100 nM) et de phospholipides (50 uM, 60 %
phosphatidylcholine, 20 % phosphatidylserine et 20 % phosphatidylethanolamine) sous un
volume de 50 pL. Les réactions concomitantes d'hydrolyse du substrat catalysée par le FXa et
d'inhibition du FXa par le ZPI sont déclenchées par I'ajout de 50 pL de FXa (5 nM) au
mélange ZPI-PZ-PL-Substrat.

Technigue de séquencage

Le séquencage N-terminal des produits de clivage du ZPI a été réalisée par la méthode de
microséquencgage d'Edman sur la plate-forme de Protéomique PISSARO (UMR 6270 CNRS-
Faculté des Sciences de Rouen.
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Résultats

Fixation du rhZP1 sur les NETs

Tout comme d'autres protéines plasmatiques, le rhZPI, incubé sur les NETSs in-vitro, est
capable de se lier de facon spécifique aux fibres de chromatine extracellulaire. Les filaments
d’ADN constituant les NETSs libérés par les PNN au cours de la NETose sont colorés en bleu
par le DAPI. Le rhZPIl mis en évidence par immunofluorescence, apparait en rouge et il est

localisé sur les filaments d’ADN constituant les NETs (Figure 1).

DAPI Anti-ZPI Fusion

) . . .
-ZPI ...
Figure 1: Fixation du rhZPI sur les NETs en immunofluorescence.

Apres induction de la NETose, les PNN liberent les NETs constitués de filament d’ADN (en
bleu) décorées de protéines. En présence de ZPI, une fixation de ce dernier est observée (en

rouge) et il est localisé sur les filaments d’ADN lorsque les deux images sont fusionnées (en
violet).

Clivage du ZPI suite a sa fixation aux NETs

Parmi les enzymes neutrophiles décorant les NETS, plusieurs sont des protéases (élastase
neutrophile (EN), catepsine G (CG), ou protéinase 3) susceptibles de cliver les protéines
adsorbées a leur surface. Ce mécanisme est notamment impliqué dans I'activité procoagulante

des NETS, puisque I'EN et la CG catalysent la dégradation du TFPI piégé dans les filaments
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de chromatine extracellulaire. Ainsi nous nous sommes demandés si les NETs avaient un effet

sur le ZP1 et ses propriétés anticoagulantes lorsque celui-ci était adsorbé sur leur surface.

Le rhZPI est incubé sur les NETs a différents temps d’incubation en présence ou en absence
d’AAT. Le surnageant des NETs contenants le ZPI libre a été collecté pour une analyse du
ZP1 par western-blot. En absence d’AAT, un clivage du ZPI est observé avec 1’apparition

d’une bande de plus faible masse moléculaire (environ 56 kDa) (Figure 2).

Par ailleurs, le ZPI fixé sur les NETs a aussi éeté collecté par dégradation des NETs a la
DNase. La fraction de ZPI liée aux NETS subit aussi un clivage libérant un fragment de 56
kDa mais la cinétique de clivage du ZPI lié aux NETS est beaucoup plus rapide que celle du
ZPI libre dans la surnageant des NETSs. En effet le clivage du ZPI libre est observé aprés une
incubation prolongée de 17 h sur les NETS, tandis que le ZPI lié au NETs est déja presque

totalement clivé aprés 1 h d'incubation sur les NETS.

Ce clivage du ZPI, qu'il s'agisse du ZPI libre dans le surnageant des NETS, ou de la fraction
de ZPI liée aux NETS, est totalement inhibé lorsque l'incubation est réalisée en présence
d'AAT, suggérant que le clivage du ZPI est catalysé par I'EN ou d'autres serine-protéases

neutrophiles inhibée par I'AAT.

Temps d’incubation 0 1H 2H 17H 0 1H 2H 17H

AAT -+ -+ -+ -+ -+ -+

ML R N

ZPl dans le surnageant des ZPI lié aux NETs
NETs

Figure 2 : Effet des NETs sur le ZPI.

Le ZPI est incubé a différents temps sur les NETs (1 h, 2 h ou 17 h) en présence ou en
absence d’alphal-antitrypsine (AAT). Le surnageant cellulaire (encadré rose) ou la
suspension contenant les protéines fixées aux NETs (encadré violet) ont été analysés en
western-blot (gel de 4-12 % de polyacrylamide).
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Perte de Pactivité anticoagulante du rhZPI au contact des NETs

Le ZPI inhibe le FXla seul et le FXa en présence de ses cofacteurs (la PZ, les phospholipides
et le calcium). Nous avons montré que le ZP1 est clivé suite a sa fixation sur les NETSs, nous

avons voulu vérifier par la suite si ce clivage entraine une perte de 1’activité anticoagulante du

ZPI.

Le rhZPI a été incubé avec les NETs, et ’activité anticoagulante du rhZPI dans le surnageant
a été analysee. L’incubation du rhZPI en présence de NETS s’accompagne de la perte totale
des activités anti-FXIla et anti-FXa (Figure 3). Il faut remarquer que cette perte d’activité du
rhZP1 apparait dés 1 heure d’incubation avec les NETs, alors que dans les mémes conditions,
le clivage du rhZPI avec libération d’un produit a 56 kDa n’est constaté qu’aprés 17 h

d’incubation en Western-Blot.
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Figure 3 : Activité anticoagulante du rhZPI aprés son incubation sur les NETSs.

A) Activité du FXla (400 pM) en absence (courbe noire) ou en présence de 140 nM de rhZPI
(T= 0, courbe grise), ou en présence de rhZPIl qui a été incubé 1 h, 2 h ou 17 h (courbe
orange, rose, et violette respectivement) avec les NETs. B) Activité du FXa (2,5 pM) en
absence (courbe noire) ou en présence de 50 nM de rhZPI (T= 0, courbe grise) ainsi que de
ses cofacteurs (50 nM de PZ, 25 puM de phospholipides et 10 mM de CaCl,). L activité du
FXa en présence du rhZPI incubé 1 h ou 2 h avec les NETSs sont les courbes orange et rouge
respectivement.

Comme environ 60 % du ZPI circule dans le plasma sous forme de complexe avec la PZ, nous
avons recherché si la présence de PZ exercait un effet protecteur sur la protéolyse induite par
les enzymes a la surface des NETs. Cependant, malgre la présence de la PZ, le rhZP1 est fixé

a la surface des NETSs et perd tout aussi bien la totalité de son activité anticoagulante.
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Clivage et inactivation du thZPI par 1’élastase neutrophile (EN)

Le clivage du rhZPI a la surface des NETSs étant inhibé en présence d’AAT, nous avons donc
émis 1’hypothése que ce clivage pouvait étre induit par I’EN, sachant que plusieurs potentiels
sites de clivage par I’EN sont remarqués sur la séquence du ZPI. Pour Vérifier cette hypothese,
nous avons regardé 1’effet d’une incubation de rhZPI avec de I’EN purifiée. En présence de
400 mU/mL d’EN, dés 2 minutes d’incubation, le thZPI est clivé avec 1’apparition d’une
bande de plus faible poids moléculaire (56 kDa) comparable a celle induite par les NETs
(Figure 4A). Curieusement, en SDS-PAGE, une autre bande apparait a environ 43 kDa
(Figure 4B). Comme lorsqu’il est adsorbé a la surface des NETS, le rhZPI perd son activité
anticoagulante en présence d’EN (Figure 4C). L’inactivation est précoce puisqu’en présence
de 400 mU/mL d’EN, le rhZPI perd complétement son activité anti-FXla dés 2 minutes apres

I’incubation.
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Figure 4 : Effets d’une incubation du rhZPI avec ’EN.

Le rhZPI (150 pg/mL) a été incubé pendant différents temps (T= 0 & 60 min) avec 400
mU/mL d’élastase neutrophile (EN). Les milieux réactionnels sont analysés en Western-Blot
anti-ZPI (A) et en SDS-PAGE (B) puis [’activité du FXla a été mesuré en présence du rhZPI
incubé avec I’EN aux différents temps d’incubation (C).

Un séquencage N-terminal a été réalisé avec les 2 produits de clivage du rhZPI par ’EN.

Ainsi, les 2 sites de clivage ont été identifiés :

- Un clivage apres la V21 ou V22, permettant de libérer un peptide de 56 kDa
- Un clivage aprés 1’1103, permettant de libérer un peptide de 43 kDa

Ces clivages se produisent donc dans le premier quart de la partie N-terminale du rhZPI.
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La perte de ’activité anticoagulante du rhZPI en présence d’EN est précoce

Les résultats précédents montrent une différence notable entre les cinétiques de clivage et
d'inactivation du ZPI. En effet, en présence d'une concentration élevée d'EN (400 mU/mL)
alors que le clivage du ZPI est progressif sur une échelle de temps de 0 a 60 min, la perte de
I'activité anti-FXla du ZPI est immédiate et observée dés 2 min d'incubation du ZPI avec
I'EN. Nous avons recherché la concentration d’EN a incuber avec le rhZPI perrmettant
d’observer une perte progressive de 1’activité anti-FXla du rhZPI avec le temps. Cette zone de
sensibilité est acquise en diminuant la concentration de ’EN a 5 mU/mL (Figure 5A), une
perte de I’activité anti-FXIa est constatée, qui est proportionnelle au temps d’incubation du

rhZPI avec I’EN, avec une perte totale de I’activité a 60 min d’incubation.

Par contre, en incubant le rhZPI avec 5 mU/mL d’EN, aucun des deux produits de clivage du
rhZPI (56 ou 43 kDa) par I’EN, précédemment identifiés ne sont observés en western-Blot ou
en SDS-PAGE (Figure 5B et 5C).
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Figure 5: Une faible concentration d’EN (5 mU/mL) induit une perte de P’activité
anticoagulante du rhZPl sans les deux produits de clivage (56 kDa et 43 kDa)
précédemment identifiés.

Le rhZPl (150 pg/mL) a été incubé a différents temps (T= 0 a 60 min) avec 5 mU/mL
d’élastase neutrophile (EN). (A) L activité du FXla a été mesuré en presence du rhZPI incubé
avec I'EN a différents temps d’incubation. Les milieux réactionnels sont déposés en western-
Blot anti-ZPI (B) et en SDS-PAGE (C).

L’EN entraine un premier clivage précoce du rhZPI au niveau de sa boucle réactive

La perte totale d’activité du rhZPI incubé avec 5 mU/mL d’EN pendant 1 heure, sans qu’il n’y

ait I’apparition des produits de clivage précédemment cités, laisse a penser qu’un premier
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clivage du rhZPIl pourrait survenir au niveau de sa boucle réactive. Cette hypothese est
renforcée par le fait qu’apres incubation sur les NETS, un léger décalage du poids moléculaire

du rhZPI est remarqué et disparait en présence d’AAT (Figure 2).

La liaison du ZPl aux FXa ou FXla entraine un clivage au niveau de sa boucle réactive,
libérant un peptide d’environ 4 kDa. Dans I’hypothése ou le clivage précoce du ZPI par I’EN
clive aussi sa boucle réactive, un peptide au méme poids moléculaire sera libéré. Ainsi, le
produit de I’incubation du rhZPI avec I’EN a été analysé en électrophorése mais cette fois-ci,
en utilisant un gel a 20 % de polyacrylamide et une révélation par du nitrate d’argent pour

améliorer la sensibilité (Figure 6).
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Figure 6 : Libération d’un peptide d’environ 4 kDa aprés ’incubation du rhZPI avec
PEN.

A) Apres incubation avec I’EN ou le FXla, le rhZPI est déposé en gel avec 20 % de
polyacrylamide, MPM étant le marqueur de poids moléculaire et le peptide libéré par le
rhZPl + EN est encadré en rouge. B) Schéma représentant les sites potentiels de clivage au
niveau de la boucle réactive du ZPI (RCL) par I’EN.

Comme attendu, un peptide d’environ 4 kDa est libéré apres I’incubation du rhZPI avec I’EN.
Il est retrouve au méme niveau que le peptide libéré lors de I’incubation du rhZPI avec le
FXla. En analysant la séquence d’acides aminés au niveau de la boucle réactive du ZPI, 4

sites de clivage potentiels de I’EN ont été identifiés (Figure 6B).
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Clivage du ZPI retrouvé in vivo chez la souris dans un modeéle de choc septigue

Nous avons montré in vitro que le ZPI se fixe a la surface des NETs et qu’il est inactivé par
I’EN, la relevance physiologique ces observations reste donc & démontrer. Au cours de la 1%
partie de mon travail de thése, nous avons effectué un modele de choc septique chez la souris
(modéle LPC). L’analyse du profil électrophorétique du ZPI murin plasmatique chez ces
souris a montré une diminution de la masse moléculaire du ZPI. Curieusement, la masse
moléculaire du ZP1 murin est la méme (90 kDa) avant 1’opération, par la suite, une diminution
de cette masse moléculaire est observée (entre 4 et 40 kDa) mais seulement chez les souris
dans le « groupe LPC » (Cf résultats 1% partie, résultats supplémentaires).
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Figure 7: Variations de la masse moléculaire du ZPI murin chez les souris soumises a un
modeéle de choc septique (modéle ligature et ponction caecale, LPC).

Western-Blot anti-ZP1 murin réalisé avec les plasmas des souris avant la LPC, n =19 (en
haut) et apres la LPC, n = 10 (en bas, indiqué par la fleche rouge), les souris contréles de la
LPC sont aussi représentés, n = 9 (Sham, en bas sans les fleches rouges).
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Discussion et conclusion

Le ZPI est un inhibiteur physiologique de la coagulation appartenant a la superfamille des
serpines, il inhibe les FXa et FXla de la coagulation, 1’inhibition du FXa nécessitant la PZ.
Comme le TFPI qui est un autre anticoagulant physiologique, le ZPI se fixe aussi a la surface
des NETs en présence ou en absence de la PZ. Cette fixation entraine la perte rapide de
’activité anticoagulante du ZPI qui est vraisemblablement médiée par I’EN & la surface des
NETS. Lors de I’identification du ZPI en tant qu’inhibiteur des sérine-protéases, Han et coll.
avaient mis le ZPI en présence d’EN et conclu que le ZPI n’inhibait pas 1’activité

enzymatique de I’EN mais ils n’avaient pas analysé 1’effet de I’EN sur le ZPI (57).

En présence d’EN, une perte rapide de I’activité anticoagulante du ZPI est observée, sans
qu’un clivage évident soit observé apres migration sur gel de polyacrylamide. En effet, le ZPI
recombinant présente une bande diffuse sur un gel de polyacrylamide ne permettant pas de
bien distinguer la présence d’une faible variation de masse moléculaire, mais 1I’observation
d’un peptide de 4kDa résultant de I’incubation du ZPI avec ’EN suggere qu’un clivage du

ZPI au niveau de la boucle réactive a bien eu lieu.

Deux autres clivages successifs du ZPI sont induits par I’EN, libérant deux produits de
clivage : un premier de 56 kDa, puis un deuxiéme a 43 kDa. Le peptide a 43 kDa n’a pu étre
observé en western-blot car il n’était pas reconnu par notre anticorps, cependant, la disparition
de la bande a 56 kDa avec le temps orientait vers la présence d’un 2™ clivage, qui a pu étre
mis en évidence par une coloration des protéines totales aprés la migration sur un gel de
polyacrylamide. Et sachant que I’expérience était réalisée en milieu purifié entre le ZPI et
I’EN, et que I’EN a une masse moléculaire de 29 kDa, ce peptide de 43 kDa ne peut étre que
le produit de clivage du ZPI.

Dans un modeéle de choc septique chez la souris, une diminution de la masse moléculaire du
ZP1 murin est observée par rapport au ZPI « natif », et la diminution importante et variable
(entre 4 et 40 kDa) selon les souris suggerent que ce clivage n’était pas induit seulement par le
FXa ou FXla. Il est donc possible que cette variation de la masse moléculaire du ZP1 murin
soit due a un clivage par I’EN, ce qui montre la relevance in vivo de ce clivage du ZPI par

I’EN, dont une partie se trouve a la surface des NETS.
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3°M partie : Etude des variations du taux de PZ et ZPI au cours du choc

septique

Introduction

Le sepsis est une dysfonction d’organe secondaire a une dérégulation de la réponse de I’hote a
I’infection et menagant le pronostic vital. Le choc septique est un sepsis, caractérisé par des
anomalies circulatoires nécessitant 1’utilisation d’amines vasoactives. La formation de fibrine
au cours du sepsis permet d’emprisonner les bactéries et d’empécher leur propagation, mais
toutefois I’activation de la coagulation nécessaire a la formation de ces dépots fibrineux peut

aussi conduire a I’apparition d’une CIVD, responsable de défaillance multiviscérale.

La CIVD implique une interrelation étroite entre cellules endothéliales, polynucléaires
neutrophiles, monocytes et plaquettes. Les parameétres biologiques qui permettent de prédire
la survenue d’'une CIVD ne sont pas encore bien identifiés. Actuellement, deux systémes de
scores sont largement utilisés et permettent d’identifier une CIVD : un score proposé par
|’International Society on Thrombosis and Haemostasis (ISTH) (213) et un autre par le
Japanese Association for Acute Medicine (JAAM) (211). La limitation principale du score de
I’ISTH est I’absence de prise en compte de 1’état inflammatoire du patient, qui est amélioré
par le socre JAAM par I’observation de la cinétique du taux des plaquettes. Cependant, ces
scores rendent finalement peu service en pratique clinique. En effet, ils permettent de
diagnostiquer un état de CIVD, mais a notre connaissance il n’existe pas de test permettant de
savoir si un sujet en choc septique va évoluer ou non vers une CIVD qui expliquerait une
défaillance d’organe. Il semble donc utile d’identifier des biomarqueurs permettant de

répondre a cette question.

Plusieurs études ont déja analysé les variations des facteurs de coagulation et des inhibiteurs
physiologiques de la coagulation dans le sepsis, ainsi que leur valeur pronostique. Une étude a
étudié les variations de PZ au cours du sepsis (269), en comparaison notamment avec les
autres inhibiteurs physiologiques de la coagulation, toutefois aucune étude, a ce jour et a notre
connaissance, n’a rapporté les variations du taux de ZPI. Nous avons donc analysé les
variations des taux plasmatiques du ZPI chez des patients atteints de choc septique et nous
avons comparé ces variations a celles de la PZ, cofacteur du ZPI. Ce travail a été effectué en
collaboration avec le service de réanimation du CHU de Strasbourg, qui dispose d’une

biobanque de patients atteints de choc septique.
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Matériels et méthodes

Patients

Cents patients adultes (18 a 85 ans) ayant un choc septique ont été inclus dans 1’étude apres
leur admission dans un service de réanimation. Les patients présentant une atteinte cardiaque
importante (classe IV du NYHA) ou hépatique (classe C du Child-Pugh), ou atteints de cancer
ont eté exclus. Les patients avaient un &ge moyen de 61,5 + 15 ans et 64 % étaient de sexe
masculin. Le site d’infection des patients est majoritairement pulmonaire, urinaire ou
abdominal. Tous les patients avaient un traitement aux amines vasopressives, selon 1’état du
patient, d’autres traitements pouvaient étre ajoutés comme une épuration extra-rénale,
I’administration de plasma frais congelé, de plaquettes, d’héparine ou de la protéine C activée.
Les microorganismes pathogenes étaient des cocci Gram (+), des entérobactéries, des bacilles

Gram (-) ou de nature indéterminée.

Un patient de I’hdpital Foch (Suresnes, France) de 63 ans et de sexe masculin a complété
I’analyse du profil électrophorétique du ZPI en western-blot. 1l était en choc septique di & une
colite ischémique. Il avait un taux de fibrinogéne a 5,4 g¢/L, les cofacteurs du taux de
prothrombine étaient tous diminués (FII : 46 %, FV : 47 %, FVII : 51 %, et FX : 41 %).

Prélévement sanquin

Les prélevements sanguins ont été réalisés des le diagnostic d’un choc septique (J1), avant
tout traitement, pour éviter les biais thérapeutiques. Les patients ont également été prélevés
apres 3 et 7 jours (J3 et J7). Le plasma citraté obtenu aprés une double centrifugation a 2500 g

pendant 15 minutes a été conservé a -80°C.

Critéres de CIVD

Le score de CIVD était calculé selon les critéres de 'ISTH 2001 et du JAAM 2006. Une
CIVD précoce est confirmee si le score de JAAM, qui permet de tenir compte de la réponse
inflammatoire par une évaluation de la dynamique des plaquettes, est supérieur ou égal a 4

durant les premicres 24 h de I’admission (J1) ou a J2.

Dosage du ZPI et de la PZ

Le ZPl a été dosé par un dosage immunoenzymatique consistant a 1’utilisation de deux

anticorps différents dirigés contre le ZPI, un premier pour la capture du ZPI sur la plaque et
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un deuxiéme couplé & la péroxydase pour la révélation. (Cf protocole ELISA dans la 1°%¢

partie, Résultats supplémentaires — Matériels et méthodes).

La PZ a été dosée par un kit commercial Zymutest™ (Hyphen Bio-med, France). Le

protocole était celui recommandé pour I'utilisation du kit.
Western-Blot

Un pool de plasma de témoins sains est utilisé comme contréle (dilution 1/25 ou 1/50) et les
plasmas des patients sont dilués comme le controle (dilution 1/25 ou 1/50) (20 uL/dépots).

Le protocole du western-blot est le méme que dans la 1% partie de ce manuscrit (Résultats
supplémentaires, matériels et méthodes). L anticorps primaire est ajouté a la concentration de
0,6 pg/mL (ref: ABINS572295, Antibodies.online.com) et ’anticorps secondaire est un
anticorps anti-mouton couplé a la peroxydase (Jackson IR, Angleterre), dilué a 1/20000.

Analyses statistigues

Les tests statistiques ont été réalisés en utilisant le logiciel GraphpPad Prism 5. Un test One-
Way ANOVA, avec un t test Bonferroni en multiples comparaisons, a été employé pour
comparer les taux plasmatiques de PZ ou ZPI entre eux a différents jours de prélévement.

Nous avons considéré comme significatif une valeur de p < 0,05.
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Résultats

Patients en choc septique : taux élevé de ZPI et taux faible de PZ

Tous les patients avaient un choc septique a leur admission et 92 patients ont été étudiés, huits
patients ont été exclus (six pour 1’absence d’échantillon et deux pour des critéres d’exclusion

inconnue a I’admission).

A I’admission des patients (J1), le taux plasmatique du ZPI était élevé (246 + 12 %) comparé
a un groupe de témoins sains (3,88 £ 0.25 pg/mL, p < 0,001). Ce taux élevé de ZPI persiste
pendant 7 jours bien qu’une tendance a la baisse soit observée a J7 (222 £ 11 %) sans qu’elle
ne soit significative par rapport au taux a J1. Le taux de ZPI a J7 reste significativement plus
élevé que chez les témoins sains (Figure 1A).

Inversement aux taux de ZPI, le taux plasmatique de PZ est significativement plus faible chez
les patients a leur admission (57 + 4 %) par rapport au groupe de témoins sains (2,07 = 0,15
pg/mL, p < 0,001). Par contre, une augmentation progressive est observée tout au long de
I’hospitalisation pour atteindre un taux comparable a ceux du groupe témoins a J7 (86 = 5 %)
(Figure 1B).
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Figure 1: Variations des taux plasmatiques de ZPIl et PZ chez les patients en choc
septique.

Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport a une population contréle (Ctl,
témoins sains). Témoins sains : n = 31, patients : n = 92. La médiane est représentée par la
ligne horizontale dans le rectangle, les bords représentent 25-75 % centiles et les barres
d’erreurs 5-95 % centile. Les tests statistiques sont effectués par rapport au groupe de
témoins sains *** p < 0,001, ** p < 0.01, ns : non significatif.

126



Les concentrations plasmatiques de ZPI et PZ étant corrélées (100), nous avons donc analysé
le ratio du ZPI/PZ & J1, J3 et J7. Ainsi, le ratio ZPI/PZ est significativement plus élevé a
I’admission et a J3 par rapport au ratio ZPI/PZ de groupe de témoins sains. Le ratio diminue
progressivement jusqu’a se rapprocher du ratio observé chez les témoins sains a J7, la

différence n’étant plus siginificative.
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Figure 2 : Variations du ratio des taux plasmatiques du ZPI1/PZ chez les patients en choc
septique (n = 92).

La médiane est représentée par la ligne horizontale dans le rectangle, les bords représentent
25-75 % centiles et les barres d’erreurs 5-95 % centile. Les tests statistiques sont effectués
par rapport au ratio ZPI/PZ du groupe de témoins sains *** p < 0,001, * p < 0,05, ns : non
significatif

Corrélation avec les autres facteurs de la coagulation

Comme déja observé, les facteurs vitamine K-dépendants du complexe prothrombinique (FlI,
VI, FX) sont diminués au cours du choc septique (281), notamment lors de I’apparition des
CIVD et évoluent en se normalisant apres la prise en charge du patient. Nous avons recherché
une corrélation entre ces facteurs et les taux de PZ et ZPl. Une corrélation positive est
observée entre le taux plasmatique de PZ et des FIlI, FX ou FVII. Par contre, le taux

plasmatique de ZPI n’est corrélé a aucun de ces trois protéines (tableau 1).
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Tableau 1: Corrélation entre les taux plasmatiques de PZ et ZP1 avec les FXII, FX et
FVII de la coagulation chez les patients en choc septique (n = 224)

Facteurs L Coeff. de corrélation

analysés Corrélation de Spearman (r) pvalue
PZ-Fll oul 0,560 <0,001
PZ-FX oul 0,459 <0,001
PZ-FVII oul 0,428 <0,001
ZPI - Fll NON -0,038 0,638
ZPI - FX NON -0,020 0,805

ZPl-FVII NON 0,058 0,474

Absence de corrélation du taux plasmatique de ZPI avec celui du fibrinogene

Comme le fibrinogéne est aussi une protéine de I’inflammation, nous avons voulu vérifier si
I’augmentation du taux plasmatique de ZPI était corrélée avec celle du fibrinogéne. Il n’y a

pas de corrélation significative entre les deux valeurs (r=-0,134 ; p = 0.1942).

Evolution des taux plasmatiques du ZPI et de la PZ, ou du ratio ZP1/PZ chez les patients

ayant une CIVD et chez ceux qui avaient une CIVD précoce

Nous avons analysé le taux plasmatique des patients qui ont eu une CIVD précoce comparé a

ceux qui n’en développaient pas.

Suivant le score JAAM 2006, la CIVD précoce, c'est-a-dire dans les premiéres 24 heures
apres 1’admission ou a J2, a été observée chez 38 patients qui étaient en choc septique. Ces
patients avaient un score de SOFA et de SAPS2 élevés (p < 0,001 et p < 0,01 respectivement),

ainsi qu’une insuffisance rénale aigiie plus fréquente.

Les taux plasmatiques de ZPI ne different pas entre les deux groupes de J1 a J7, les taux
plasmatiques moyens restent élevés et similaires entre les patients qui ont présentés ou non
une CIVD précoce. De méme pour les taux plasmatiques de PZ et les ratios ZP1/PZ, les deux
groupes de patients (avec et sans CIVD) suivent le méme profil d’évolution entre J1 et J7,
caractérise par une augmentation progressive du taux de PZ et une diminution du ratio ZP1/PZ

pendant les 7 jours d’observation.
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Figure 3 : Taux plasmatiques de ZPI et PZ, ou ratio ZPI/PZ chez des patients en choc
septique en fonction de la présence d’une CIVD précoce.

Les taux plasmatiques des patients sans CIVD sont représentés en boite blanche (n = 54)
tandis que ceux des patients ayant eu une CIVD sont représentes en boite grise (n = 38). La
médiane est représentée par la ligne horizontale dans le rectangle, les bords représentent 25-
75 % centiles et les barres d’erreurs 5-95 % centiles

A leur admission, les patients du groupe CIVD avait des parameétres biologiques mixtes. Ils
avaient une élévation des D-diméres modérée mais dont le taux restait identique a celui des
patients sans CIVD, un taux plaquettaire plus faible que les patients sans CIVD mais qui reste
au-dessus de la limite du score JAAM (ou ISTH), et une faible activation plaquettaire (le ratio
GPV soluble/plaquettes était normal). Mais ces patients ont clairement une CIVD par la suite
avec une augmentation des D-diméres, une diminution du compte plaquettaire ainsi qu’une
activation plaquettaire évidente, mais ne sont pas distinguables avec les autres a leur

admission.

Le groupe de patients avec CIVD précoce a été divisé en 2 groupes : un groupe « pré-CIVD »
avec une CIVD qui n’apparait qu’a J3 et un groupe CIVD dont la CIVD se déclenche dans les
premieres 24 h aprés 1’admission. Le groupe pré-CIVD représentait 11 patients dans note
cohorte. Les taux plasmatiques de ZPI et de PZ, ainsi que le ratio ZPI/PZ ont donc été
observés dans les 3 groupes de patients : le groupe sans CIVD, le groupe en « pré-CIVD » et

le groupe CIVD.

Les taux plasmatiques du ZPI et de la PZ sont similaires entre les 3 groupes de patients. Le
ratio ZPI/PZ est plus élevé a (J1) chez les patients dans le groupe pré-CIVD par rapport au
groupe sans CIVD, mais il reste similaire entre le groupe sans CIVD et avec CIVD, le ratio

ZP1/PZ ne présente pas de différence significative a J3 entre les 3 groupes (figure 4).
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Figure 4: Les taux plasmatiques de ZPI et PZ, ou le ratio ZPI/PZ chez des patients en
choc septique.

Les taux plasmatiques des patients sans CIVD sont représentés en boite blanche (n = 54),
ceux qui ont une « pré-CIVD » en boite gris clair (n = 11) et ceux qui ont une CIVD en gris
foncé (n = 27). La médiane est représentée par la ligne horizontale dans le rectangle, les
bords représentent 25-75 % centiles et les barres d’erreurs 5-95 % centiles.

*p< 0,05 par rapport au groupe sans CIVD, “p< 0,05 par rapport au groupe pré-CIVD
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Le taux plasmatique de ZPI n’est pas prédictif de la mortalité

En comparant les taux plasmatiques de ZPI chez les patients décédés et ceux qui ont survécu,
aucune différence significative n’est remarquée, le taux de ZPI ne permet donc pas de prédire

la mortalité a 28 jours.

Tableau 2 : Comparaison du taux plasmatique de ZPI, a J1, J3 et J7 chez les patients en choc
septique ayant survécu ou décédés.

Taux plasmatiques de ZPI (ug/mL)

Patients ayant survécu | patients décédés p value

J1 10,39+ 4,87 9,07 5,44 0,2
13 9,18 +4,98 9,14 5,24 0,47
17 8,89+4,48 8,66 +4,48 0,89

Observation d’un clivage du ZPI humain plasmatique chez un patient en choc septique

Une augmentation du taux plasmatique du ZPI a aussi été observée chez la souris dans un
modeéle de choc septique (LPC), résultats présentés au cours de la 1% partie de ce travail, et
nous avons observé un clivage du ZPI plasmatique (page 121). Le profil électrophorétique du
ZP1 plasmatique de quelques patients de cette cohorte ont alors été analysés, ainsi qu’un
patient en choc septique de I’hopital Foch, afin de rechercher si le clivage était également

observé chez ’homme.

130



Nous avons bien slr confirme par western-blot 1’augmentation du taux plasmatique du ZPI
identifiée par ELISA, et la diminution au cours du temps pour les trois patients (P1, P2 et P3)
de la cohorte. Chez le patient P4, une deuxieme bande de plus faible masse moléculaire (perte
entre 4 et 10 kDa) est observée alors que le ZPI était retrouvé « intact » chez les patients P1,
P2 et P3 (figure 5).

Ctl1 P1 P2 P3 Ctl 2 P4

3 I3 17 i 5 17 3 I3 17

il ol LT L ﬁ-

-—

Figure 5: Présence ou non d’un clivage du ZPI plasmatique chez les patients en choc
septique (CS).

Western-blot anti-ZPI avec les plasmas de patients en choc septique. Les contrdles (Ctl 1 et
Ctl 2) sont des plasmas d’un pool de témoins sains. P1, P2 et P3 étaient les plasmas de
patients en CS de la cohorte de Strasbourg (Cf 3°™ partie du manuscrit) prélevés a différents
temps (J1, J4 ou J7), et P4 était un patient en CS de [’hédpital Foch. Les mémes volumes de
plasmas ont été déposés pour la migration sur gel pour Ctl 1, P1, P2 et P3 (dilution 1/25)
ainsi que pour Ctl 2 et P4 (dilution 1/50).
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Discussion et conclusion

Le taux plasmatique de ZPI est élevé chez les patients en choc septique dés leur admission au
service de réanimation (J1), ce qui n’est pas surprenant sachant que le ZP1 a été décrit comme
protéine de I’inflammation chez I’homme (1). L’augmentation est en moyenne 2,5 fois plus
¢levée que la concentration moyenne d’un groupe de sujets sains, elle est donc beaucoup plus
importante que 1’augmentation observée chez les patients aprés une chirurgie ou dans des
cancers inflammatoires, ou une augmentation de seulement 20-30 % a été observee (1,2).
Cette forte augmentation pourrait étre le reflet de la présence d’un état inflammatoire excessif
chez les patients en choc septique. L’augmentation du taux de ZPI n’est pas corrélée a celle
du fibrinogene, qui est aussi une protéine de I’inflammation, suggerant que les taux
plasmatiques des deux protéines ne sont pas régulés par le méme mécanisme dans le sepsis.
Cela contraste avec l’observation de Doat et coll. chez les patients avec un cancer
pancréatique ou une corrélation, certes faible, était observée (r = 0,28, p = 0,054) (2). De
méme, une faible corrélation a aussi été observée dans un groupe de patients aprés une
ovariectomie (R? = 0,01, p< 0,007) (1).

Inversement, le taux plasmatique de la PZ est faible (50 %) par rapport a des sujets sains, mais
remonte pour revenir a la normale aprés une semaine d’hospitalisation. La baisse de PZ est
corrélée a celle du FII, FX et FVII, suggérant une diminution par consommation au cours du

choc septique, par activation de la coagulation.

Les taux plasmatiques de ZPI ou de PZ sont comparables entre les patients en choc septique
ayant eu ou non une CIVD précoce. Sachant que les anticoagulants physiologiques sont
consommeés au cours du choc septique (Cf antithrombine et Protéine C), le taux plasmatique
de ZPI reste ¢levé méme chez les patients avec une CIVD précoce, permettant d’envisager
soit que le ZPI n’est pas impliqué dans la réponse antithrombotique au cours du choc
septique, méme en présence d’'une CIVD, soit que I’organisme compense la consommation du
ZP1 par une production accrue. Cependant, la PZ est diminuée, cela suggere que le systeme
anticoagulant PZ/ZP1 est impliqué au cours du choc septique, ce qui plaide donc en

faveurd’une production accrue du ZPI au cours du choc septique.

Le ratio ZPI/PZ permet de voir la présence ou 1’absence de corrélation des taux plasmatiques
de la PZ et du ZPI et permet en méme temps d’apprécier la part libre du ZPI plasmatique. Le

ratio ZPI/PZ est ¢€levé chez les patients a 1’admission par rapport au ratio chez les témoins
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sains, montrant un taux plus élevé de ZPI libre, cependant ce ratio évolue de la méme maniére
entre les patients avec et sans CIVD. Les taux plasmatiques de ZPI ou PZ, ni le ratio ZPIl/PZ

ne permettent donc d’identifier un patient avec une CIVD précoce.

Trois groupes de patients ont par la suite été établis, dont le groupe « pré-CIVD » ou les
patients allaient présenter une CIVD a J3. Nous avons cherché a savoir si 1I’évolution des taux
plasmatiques de ZPI et de PZ, ou celle du ratio ZPI/PZ permettaient d’anticiper la CIVD chez
ces patients. Les taux plasmatiques de ZPI et PZ ne sont pas significativement différents
entre les 3 groupes de patients a I’admission. Curieusement, le ratio ZPI/PZ est
significativement plus élevé dans le groupe « pré-CIVD » a J1 par rapport aux groupe sans
CIVD et avec CIVD. Mais comme la présence de CIVD ne change pas le ratio, il est difficile

de trouver une utilisation de cette variation en pratique.

Enfin, les taux plasmatiques de ZPI (et de la PZ) ne permettent pas de prédire la mortalité a 28
jours chez les patients en choc septique. Nous avons montré dans la premiére partie de cette
these que les effets anti-inflammatoires (réduction d’IL-6 et de TNF-a) du ZPI n’étaient
apparents qu’a des concentrations ¢élévées de ZPI (4 a 5 fois la concentration physiologique de
ZPI). Malgré 1’augmentation importante de ZPI observée chez les patients en choc septique,

peu de patients (2 seulement) ont atteints ces taux de ZPlI.

Pour conclure, une variation des taux plasmatiques du ZPI et de la PZ est observée chez les
patients en choc septique, suggérant une implication du systéeme PZ/ZPI au cours de
I’inflammation et/ou de la coagulation mis en ceuvre dans cette pathologie. La diminution du
taux plasmatique de PZ suggére sa consommation et donc la participation du systéeme
anticoagulant PZ/ZPI dans la coagulopathie du choc septique, et I’augmentation importante
du taux plasmatique du ZPI pourrait correspondre a une réponse de défense de 1I’organisme,

mais encore insuffisante pour améliorer la survie des patients.
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Discussion générale et perspectives
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Le ZPI est une proteine physiologique découvert il y a une vingtaine d’années, mais son role
physiopathologique reste encore mal connu: en effet, peu d’études ont été menés pour
comprendre son importance justifiant sa conservation tout au long de 1’évolution. A cet égard,
il faut souligner que le ZPI est retrouvé chez différents mammiféres, le rapport PZ/ZP1 étant
toutefois différent selon les especes. L’isolement du ZPI a permis de montrer qu’il inhibe les
facteurs Xa et Xla de la coagulation, I’inhibition du FXa nécessitant la PZ (57). Cependant, le
principal inhibiteur du FXa dans le plasma reste I’antithrombine, dont la concentration est
plus de 30 fois plus élevée que celle du ZPI dans le plasma. Quant a I’inhibition du FXIa, elle
ne semble pas indispensable pour I’hémostase physiologique, et les systemes sont redondants,
notamment I’AT, la protéase-nexine-1 ou le C1-inhibiteur peuvent excercer ce role (282,283).
Chez la souris, il a été montré que les souris déficitaires en ZPI sont viables et sans trouble
particulier en absence de facteurs de risques surajouté de thrombose. Ainsi, le croisement de
souris déficitaires en ZPI avec des souris ayant le facteur V Leiden conduit a une mortalité par
thrombose de toutes les souris a 6 semaines. De méme, 1’application des différents modeéles de
thrombose (application de FeCl; ou injection de collagéne/adrénaline) entraine une mortalité
plus importante chez les souris déficitaires en ZPI (81). Ces données chez la souris laissent
donc a penser que I’inhibition du facteur XlIa par le ZPI est plus importante que ce qu’on avait
envisagé jusqu’a présent. Chez I’Homme, peu d’études se sont intéressées aux variations
physiopathologiques du taux plasmatique de ZPI, alors que le rdle de la PZ a davantage été
étudié. Ainsi, il a été décrit qu’un déficit en PZ pourrait constituer un facteur de risque de
thrombose artérielle (103). Cependant, il existe des différences entres les différentes études.
Les discordances entre les resultats des différentes études proviennent en partie de 1’origine
ethnique des patients : en effet les taux plasmatiques de PZ des populations « contrdles » sont
tres différents d’un pays a ’autre, provenant sans doute de polymorphismes génétiques
différents, puisqu’il a été montré que le taux plasmatique de PZ était tres fortement associé a
certains polymorphismes (A13G, G103A, G79A). Une hétérogénité de répartition de certains
polymorphismes de facteurs de la coagulation a déja été identifiée (284), rapportés a un
avantage en terme de survie dans les populations nordiques pour le FV Leiden (285). Les
variations du taux de PZ ont-ils conférés un avantage d’adaptation au milieu ? Aucun élément
ne nous permet d’y répondre a ce jour. Un autre facteur qui pourrait expliquer les résultats
discordants des études chez ’Homme viennent des critéres d’inclusion des patients et de
I’interférence éventuelle de 1’inflammation. En effet, Mc Quillan et coll. avaient suggéré que
I’augmentation de PZ qu’ils avaient observées lors de la phase aigiie d'un AVC ischémique

¢était due a une réaction inflammatoire, puisqu’a distance de ’AVC (3 mois apres), ils
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n’observaient plus de différence entre taux de PZ chez les patients et les contrdles (85).
Cependant cette conclusion était peu probante, puisqu’ils ont comparé les valeurs moyennes
de PZ chez 173 patients lors de leur admission, et ils n’avaient plus que 83 patients lors du
controle a 3 mois et qu’ils n’ont pas réalisé d’étude appariée. De plus, il a été montré in vitro

que la PZ n’était pas régulée par les cytokines de I’inflammation (129).

Cependant, dans un modéle d’inflammation aigiie chez la souris, il a été mis en évidence que
le ZPI est une protéine de I’inflammation (79) et que I’augmentation de ZPI augmentait
vraisemblablement la demi-vie de la PZ, puisque PZ et ZPI forment un complexe dans le
plasma (78). Inversement, Butschkau et coll. ont observé dans un modéle d’inflammation
systémique par injection de LPS par voie intraveineuse que les souris déficitaires en PZ ou en
ZPI avaient une réponse inflammatoire supérieure a celle des souris sauvages, suggérant une
relation entre le systeme PZ/ZPI et inflammation (268). Comme 1’augmentation des protéines
de la phase aigiie de I’inflammation a souvent comme finalit¢ de diminuer I’intensité¢ de la
réponse inflammatoire, il était logique d’analyser si le ZPl ou la PZ pouvait diminuer les

facteurs de I’inflammation, et plus particuliérement les cytokines pro-inflammatoires

J’ai montré au cours de ce travail que le ZPI diminuait la production d’IL-6 et de TNF-a
induite par du LPS, alors que la PZ n’a pas d’effet. Ceci a ét€ montré dans un modele en sang
total, un modéle qui permet de prendre en compte les interactions complexes entre les cellules
sanguines en réponse a une stimulation, sachant que les autres modéles in vitro, comme
I’utilisation de la lignée de macrophage murine (RAW264.7), des cellules mononucléées ou
des polynucléaires neutrophiles isolés ne permettent pas toujours d’identifier des effets
biologiques (286,287). C’est le cas pour I’effet du ZPI, en effet, en utilisant des monocytes
purifiés, nous ne pouvons pas mettre en évidence ’effet anti-inflammatoire du ZPI. De la
méme facon, en utilisant la lignée monocytaire THP-1, nous n’avons pas observé d’effet
inhibiteur du ZPI sur la production de cytokines induite par le LPS. Le mécanisme
moléculaire qui sous-tend cet effet inhibiteur sur la sécrétion des cytokines pro-

inflammatoires induite par le LPS reste cependant a préciser.

Nous avons envisagé 2 hypotheses : un effet résultant de I’inhibition de la coagulation par le

ZP1 et qui nécessite donc le site actif, et un effet qui serait indépendant de ce site actif.

L’analyse du variant du ZPI muté sur sa boucle réactive (ZPI Y387A) a montré qu’il avait
toujours un effet anti-inflammatoire, mais plus faible que celui du ZPI natif, ce qui suggére

une implication de cette boucle réactive dans I’effet anti-inflammatoire. Actuellement, les
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seules sérine-protéases connues pour étre inhibées par le ZPI sont les FXa et FXla, qui lui
confére une activité anticoagulante, ce qui impliquerait qu’une partic de [’effet anti-
inflammatoire du ZPI passerait par son activité anticoagulante. Cependant, comme 1’ajout de
PZ, qui est le cofacteur indispensable du ZPI pour I’inhbition du FXa n’amplifie pas son
action anti-inflammatoire, il est peu probable que 1’effet anti-inflammatoire du ZPI passe par
I’inhibition de ce facteur. De plus, dans mes conditions expérimentales, la concentration de
citrate a été ajustée de facon a ce qu’il n’y ait pas d’activation de la coagulation, ce que nous
avons pu constater en observant qu’il n’y avait pas d’augmentation du taux de complexe
thrombine-antithrombine (TAT) apres les 20 heures d’incubation, méme en présence de LPS
(résultats non montrés). En revanche, I’activation de la phase contact de la coagulation,
impliquant les facteurs Xla et XlIla, n’est pas dépendante de la présence de calcium. De plus,
les données de la littérature suggerent un lien entre FXI et inflammation : en effet les souris
déficitaires en FXI ont une réponse inflammatoire diminuée dans un modeéle de choc septique
(265), de méme 1’inhibition de 1’activation du FXI par I’anticorps 14E11 s’accompagne d’une
diminution de I’inflammation dans un modéle murin de sepsis. On pouvait donc envisager
qu’'une partie de l‘effet anti-inflammatoire du ZPI passe par I’inhibition du FXIa. Il faut
souligner cependant qu’aucun mécanisme n’a ¢été publié expliquant la diminution de
production de cytokines pro-inflammatoires chez les souris déficitaires en FXI ou dont

I’activation du FXI a été inhibée.

Nous avons donc recherché si le FXla n’avait pas un effet pro-inflammatoire direct, en
utilisant les celulles mononuclées sanguines (monocytes et lymphocytes) au cas ou 1’effet pro-
inflammatoire nécessiterait une coopeération cellulaire. Cependant, nous n’avons pas mis en
évidence d’effet pro-inflammatoire direct du FXIa, qu’il soit ajouté seul ou conjointement
avec du LPS. En effet, il a ét¢ montré que le FXIla seul n’induit pas la sécrétion de cytokines
par les monocytes mais amplifie la sécrétion induite par le LPS (185). En 2017, Bane et coll.
ont montré que le FXIa contribue a ’amplification de la production du FXIla et aux effets
pro-inflammatoires de la voie du systéme contact dans un modéle de choc septique chez la
souris. Nous avons donc recherché si I’inhibition du FXla par le ZPI n’induisait pas une
diminution de génération de FXIla, responsable d’une diminution de cytokines pro-
inflammatoires. Nous avons effectué des western-blots pour rechercher 1’activation du FXII
dans notre modele en sang total. Alors que nous avons pu observer la génération de FXlla

dans du plasma activé par de la silice, nous n’avons pas observé de FXlla en ajoutant de la

139



silice en sang total (résultats non montrés), ce qui suggére soit que le FXIla reste fixé sur des

surfaces cellulaires, soit est trés vite clairancé par les leucocytes.

Il semble pourtant qu'une protéine plasmatique soit impliquée, puisque si nous n’avons pas
observé d’effet inhibiteur du ZPI sur des monocytes isolés, 1’addition de plasma sur des
monocytes purifiés permet d’observer un faible effet inhibiteur du ZPI. Toutefois, I’effet
inhibiteur du ZPI est toujours observé méme en présence de plasma déficient en FXII ou en
FXI, ce qui suggere que I’inhibition du FXa ou FXIa par le ZPI ne contribue pas a I’effet anti-
inflammatoire observé. Par conséquent, on peut émettre 1’hypothése que le ZPI interagit ou
inhibe une autre sérine-protease non encore identifiée, qui elle, exerce un effet pro-
inflammatoire. Enfin, on ne peut exclure que le variant ZPI Y387A ait subi une modification

conformationnelle comparé au ZPI natif diminuant ainsi son activité anti-inflammatoire.

En sang total, nous avons observé que le ZPI induit la sécrétion précoce de CCL5 (ou
RANTES), une chimiokine impliquée dans le recrutement leucocytaire. Le CCL5 est connu
comme étant une chimiokine pro-inflammatoire. In vitro, le LPS et I’exotoxine des
staphylocoques stimulent la production de CCL5 par les cellules mononucléées sanguines, qui
est amplifiée en présence des cellules éptihéliales pulmonaires (288). En se fixant sur ses
récepteurs (principalement CCR1, CCR3 et CCR5), CCL5 active la voie de I’AMP cyclique,
ce qui polarise la cellule entrainant la translocation de NFxB, 1’augmentation de la capacité
des macrophages a la phagocytose, la survie cellulaire et la transcritpion des genes pro-
inflammatoires. Le complexe formé par le CCL5 et son récepteur peut aussi étre internalisé
par la cellule via les clathrines puis recyclé ou dégradé par les organelles et vacuoles
cytoplasmiques, régulant ainsi 1’expression des récepteurs du CCL5 a la surface cellulaire
(289,290). De nombreuses études épidémiologiques et cliniques ont associé CCL5 a la
séveérité de certaines infections virales (220). Le virus respiratoire syncytial (VRS) est la cause
la plus fréquente d’infection respiratoire des jeunes enfants, entrainant 1’obstruction des
poumons et un asthme bronchique. Les enfants infectés au VRS ont un taux élevé de CCL5
dans les sécrétions pulmonaires qui est corrélé positivement a la sévérité de la maladie (291).
Dans un modeéle d’infection au RSV chez la souris, I’élévation du taux de CCL5 dans le
lavage broncho-alvéolaire se fait en deux phases : une premiére phase induite par la réponse
immunitaire des cellules pulmonaires résidentes, et une deuxieme phase (apres 7 jours)
dérivant des lymphocytes T (292). L’utilisation de Met-RANTES, un inhibiteur fonctionnel
de CCL5, diminue le taux de CCL5 dans le lavage broncho-alvéolaire et réduit

I’'immunopathologie de la maladie mais seulement si I’inhibition est réalisée dans la deuxiéme
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phase. En effet, le blocage de CCL5 pendant la premiére phase donne ’effet contraire (292).
Ainsi, dans I’infection virale, CCL5 peut protéger 1’hote dans les phases précoces de
I’infection mais par contre, par la suite il contribue a la physiopathologie de la maladie par

I’induction d’influx cellulaire responsable des dommages tissulaires.

A Tinverse, d’autres études ont montré un effet anti-inflammatoire de CCL5. L’incubation
des cellules mononuclées sanguines avec le CCL5 diminue la sécrétion de TNF-a et d’IL-6
induites par le LPS (293), ainsi que la sécrétion d’IL-1p induite par I’ATP par les monocytes
(294). En clinique, il a été montré que le CCL5 était la seule cytokine corrélée négativement
avec le score APACHE 1l dans le sepsis, et qu’un taux plasmatique faible de CCL5 était
significativement un marqueur de mauvais pronostic (222). Chez les patients avec une
septicémie a méningocoques, les chimiokines MCP-1, MIPla et IL-8 sont corrélées
positivement au taux plasmatique de LPS, tandis qu’une corrélation négative est observée
avec le taux de CCL5 (295). Curieusement, I’incubation du Neisseria meningitidis en sang
total induit la sécrétion de toutes ces chimiokines (295). Il a aussi été montré qu’un taux

plasmatique faible de CCL5 est un marqueur indépendant de la mortalité cardiaque (296).

Ainsi, en fonction du contexte, CCL5 peut étre associé a un contexte inflammatoire, ou
inversement étre anti-inflammatoire. Nous avons donc recherché, si dans le modéle en sang
total, le CCL5 exergait un effet anti- ou pro-inflammatoire. Un effet inhibiteur faible mais
significatif sur la sécrétion des cytokines a été observé en présence de CCL5 (résultats non
montrés). Cela contraste avec les études précedemments citées, qui montraient un effet
activateur du NfkB par le CCL5 et ainsi la sécrétion d’IL-6 et du TNF-a, mais ces études ont
été réalisées avec des cellules isolées. De ce fait, la différence de modéle cellulaire peut
expliquer cette différence de résultats, justifiant notre choix d’avoir travaillé en sang total. Les
lymphocytes sont une des principales sources de CCL5 (Cf RANTES pour Regulated upon
Activation, Normal T cell Expressed, and Secreted) et il a été montré que les monocytes sont
indispensables pour la sécrétion de CCL5 par les lymphocytes CD4" en présence de
phytohémagglutinine ou du TNF-a. (297,298). Si I’effet anti-inflammatoire du ZP1 nécessite la
sécrétion de CCLS, cela expliquerait 1’absence d’effet inhibiteur de la sécrétion des cytokines
pro-inflammatoires du ZP1 sur les monocytes isolés stimulés par le LPS, ainsi que la nécessité
d’une coopération cellulaire entre les monocytes et les lymphocytes. Ce mécanisme implique
I’activation de la voie p38-MAPK qui augmente la sécrétion d’IL-10, une cytokine anti-
inflammatoire (293). Toutefois la sécrétion d’IL-10 n’a pu étre étudiée dans notre modéle en

sang total, les quantités d’IL-10 produites étant trop faibles.
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La coopération lymphocytes/monocytes est indispensable pour 1’effet anti-inflamamtoire du
ZPI. Si on peut envisager cette coopération via un médiateur soluble comme CCLS5, il a aussi
été montré que les lymphocytes amplifient la production de cytokines pro-inflammatoires par
un contact cellulaire direct entre les lymphocytes T et les monocytes (299). Plusieurs études
ont cherché a identifier les molécules de surface nécessaires a cette intéraction, montrant par
exemple I’implication du leukocyte function antigen (LFA)-1/intercellular adhesion molecule
(ICAM)-1 ou du CD40/CD40L. L’expression de LFA-1 et du CD69 a la surface des
lymphocytes actives (par du phytohémagglutinine A/phorbol myristate acétate, PHA/PMA)
contribue a la sécrétion d’IL-1p par les monocytes (300,301). De méme, les lymphocytes T
activeés, isolés du liquide synovial des patients ayant une arthrite rhumatoide ou activés par
I’IL-15, stimulent la production de TNF-o par les macrophages, et I’effet est inhibé par les
anticorps anti-LFA-1, anti-CD69 ou anti-ICAM-1 (302). Ribbens et coll. ont montré que la
sécrétion d’IL-1P par les monocytes, induite par les lymphocytes T activés par I’'1L-15, passait
en partie par la liaison CD40/CD40L (303). L’effet anti-inflammatoire du ZPI pourrait donc
passer par I’inhibition d’un contact direct entre les lymphocytes et les monocytes, en se liant
par une de ces molécules de surface précédemment citées. D’autant plus que dans des
expériences préliminaires en cytométrie en flux, j’ai constaté la fixation du ZPI a la surface

des monocytes et plus faiblement aux lymphocytes (résultats non montrés).

L’effet anti-inflammatoire du ZPI pourrait aussi passer par d’autres mécanismes Si On Se
réfere a I’alpha-1 antitrypsine. L’AAT est une protéine de la superfamille des serpines comme
le ZPI, et est aussi une protéine de 1’inflammation (304). De nombreuses études ont montré
I’effet anti-inflammatoire et anti-apoptotique de I’AAT, dont les mécanismes moléculaires ne
sont pas encore completement élucidés, mais qui, de facon similaire au ZPI, impliqueraient en
partie sa boucle réactive (305). De maniére dépendante de sa boucle réactive, ’AAT en se
fixant au récepteur des complexes serpine-enzyme induit une sécrétion d’IL-1 récepteur
antagoniste (IL-1Ra) par les cellules mononucléées sanguines. Toutefois, nous n’avons pas
détecté de sécrétion accrue d’IL-1Ra avec notre puce protéique en présence de ZPI. De fagon
intéressante, une inhibition du tumor necrosis factor-a-converting enzyme (TACE) par ’AAT
a aussi été observée, méme si ce n’est pas une sérine-protéase. Comme pour le ZPI, d’autres
¢tudes ont montré que I’AAT pourrait avoir un effet anti-inflammatoire par un mécanisme ne
nécessitant pas sa boucle réactive, car une forme inactivée d’AAT peut inhiber la sécrétion du
TNF-a et de I’IL-1p, et augmenter la sécrétion d’IL-10 par des monocytes stimulés par le LPS

(306), mais aucun mécanisme moléculaire n’a été decrit pour expliquer cette observation.
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L’effet anti-inflammatoire du ZPl que nous avons mis en évidence pourrait expliquer le
résultat de certaines études cliniques. Il est maintenant largement admis que 1’athérosclérose
est une pathologie inflammatoire (307). Sofi et coll. ont montré une corrélation entre un taux
plasmatique faible de PZ et ZPI et la sévérité de 1’athérosclérose chez 95 patients (106). C’est,
a notre connaissance, la seule étude qui a observé le taux plasmatique de ZPI dans les
maladies thrombotiques artérielles. Par contre, de nombreuses travaux ont suggéré un lien
entre taux plasmatique de PZ et pathologie ischémique artérielle, sans que I’on puisse
comprendre le lien. Comme il existe une corrélation entre taux plasmatique de ZPI et PZ, le
ZP1 ayant des propriétés anti-inflammatoires, il est possible que ce soit la diminution de ZPI
associée au déficit en PZ qui soit un facteur de risque de thrombose artérielle, le déficit en ZPI
ne permettant pas d’inhiber les mécanismes inflammatoires présents au niveau des lésions
athéromateuses. Cette hypothese semble corroborée par les travaux de Butschkau et coll., qui
ont observé une prolifération plus importante de la néointima apres Iésion de la carotide par le
chlorure ferrique chez des souris déficitaires en PZ que chez les souris témoins (308). Il est a
noter que chez la souris, il semble davantage que ce soit la PZ plutot que le ZPI qui ait des
propriétés immunomodulatrices. Ainsi, ce sont chez les souris déficitaires en PZ que ’on
observe des taux élevés de cytokines pro-inflammatoires quand elles sont soumises a une
inflammation systémique (268). Il faut noter également que chez la souris, c’est la PZ qui est
en exces dans le plasma, contrairement a I’Homme. Quoiqu’il en soit, ces données, aussi bien
chez I’Homme que chez la souris, semble indiquer une relation entre le systeme PZ/ZPI et

I’inflammation, au niveau systémique ou au niveau local.

Concernant la régulation locale de I’inflammation, on peut aussi envisager que la production
de ZPI par les cellules cancéreuses est un moyen pour les cellules tumorales d’échapper au
systeme immunitaire. En effet, il a été mis en évidence des ARNm de PZ et ZPI dans les
cellules cancéreuses, indiquant une production localisée de ces deux protéines ainsi que la
présence de PZ et ZPI sur les macrophages associés aux tumeurs (TAMs). En revanche, il n’a
pas été observé d’ARNm de ZPI ni de PZ dans les TAMs, ce qui laisse a supposer qu’ils
proviennent du tissu tumoral. 1l est donc possible que la sécrétion de ZPI par les cellules
cancéreuses soit un moyen d’échapper aux défenses de 1’organisme, en atténuant

I’inflammation nécessaire a I’activation du systéme immunitaire.

Ce possible contrdle local de I’inflammation par le ZPI laisse a penser qu’il faudrait peut-étre
envisager le dosage du ZPI dans d’autres pathologies que la pathologie thrombotique. Il a par

exemple été montré que la broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) est une
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maladie inflammatoire chronique des bronches pouvant conduire a I’emphyséme pulmonaire.
C’est la quatrieme cause de décés au niveau mondial et 1’obstruction ventilatoire est
significativement corrélée a une exposition chronique a des particules nocives, des gazs ou
particulierement la fumée de cigarette (309). Cependant, dans une population tabagique, seule
15-20 % sont victimes d’une atteinte emphysémateuse clinique, suggérant d’autres facteurs
génétiques ou environnementaux (310). Un déficit en AAT a été associé au developpement
d’emphyséme pulmonaire dont le risque augmente chez un fumeur (311,312). Au vu de nos
résultats, on peut se demander si un déficit en ZPI pourrait constituer un facteur de risque de
développer un emphyseme pulmonaire chez les patients avec une broncho-pneumopathie

chronique obstructive (BPCO).

La deuxieme partie de ce travail a montré que 1’élastase neutrophile (EN) a la surface des
NETS peut entrainer la perte de 1’activité anticoagulante du ZPI, cette inactivation résulte d’un
clivage au sein de la boucle réactive du ZPI ou des sites potentiels de clivage par I’EN sont
présents. Deux autres sites de clivages successifs sont observés conduisant a un peptide de 56
kDa, puis réduit a 43 kDa. Nous avons analysé le profil electrophorétique du ZPI1 chez
quelques patients en choc septique, 1’augmentation mis en évidence avec un dosage
immunoenzymatique par rapport aux témoins sains est représentée par une intensité plus
importante de la bande correspondant au ZPIl. Cependant, aucun des patients analysés ne
présentait un ZPI clivé ayant une masse moléculaire de 56 ou 43 kDa. Ceci n’est pas
surprenant, car 1’¢lastase neutrophile est neutralisée par I’AAT (313). Par contre, I’apparition
d’une bande de plus faible poids moléculaire a environ 68 kDa est remarquée chez certains
patients, traduisant probablement le clivage du ZPI au niveau de sa boucle réactive. Ce
clivage résulte donc de la liaison du ZPI avec les FXa ou FXIa, ou bien d’un clivage par I’EN
entrainant une perte de I’activité anticoagulante du ZPI. Sachant que le taux plasmatique de
I’AAT, le principal inhibiteur de I’EN, est augmenté au cours de I’inflammation, et qu’aucune
des deux formes clivées du ZPI induits par I’EN n’est observée, il est plus probable que cette
forme de ZPI résulte de sa liaison avec le FXa ou le FXla. Quoiqu’il en soit, ces observations
montrent que le systeme PZ/ZPI est activé chez certains patients au cours du choc septique.
Ce clivage n’est pas observé chez tous les patients, il sera intéressant d’analyser si le
complexe PZ/ZPI est sollicité par exemple chez des patients ayant une diminution importante
d’AT, auquel cas le systeme PZ/ZPI constituerait une « seconde ligne » pour empécher
I’activation de la coagulation, ou bien si c’est simplement le reflet de I’activation de la phase

contact par certains germes.
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La coagulation étant un moyen de défense de 1I’organisme (cf immunothrombose) en plus de
I’immunité innée au cours de l’inflammation systémique initiée par un pathogene, la
neutralisation du ZPl de maniére localisée permet ainsi la formation d’un réseau de fibrines,

conduisant a un caillot et limitant la propagation du pathogéne.

Nous avons observé que 1’¢lastase neutrophile induit un rapide clivage du ZPI au niveau de sa
boucle réactive. Comme un variant de ZPI muté sur le site actif garde une bonne partie de son
activité anti-inflammatoire, on peut supposer que le premier clivage rapide du ZPI par les
NETs n’annule pas son effet anti-inflammatoire, sauf si ce clivage s’accompagne d’une
déstructuration importante du ZPI clivé. En revanche, nous ignorons si les deux peptides de
plus petite masse moléculaire issus du ZPI apres les clivages plus tardifs gardent ou non leur
effet anti-inflammatoire. Cette information nous permettrait de déterminer si I’extrémité
amino-terminale du ZPI qui est clivée par 1’élastase neutrophile est cruciale pour ’activité
anti-inflammatoire du ZPI et permettrait de mieux comprendre la relation structure-fonction
du ZPlI.

Dans la derniére partie de ce travail, nous avons donc étudié les variations des taux de PZ et
de ZPIl au cours du choc septique. Nous avons ainsi observé que le taux de PZ était
significativement diminué dans les premiéres heures qui suivent le choc septique. Cette
diminution peut étre dle soit a un défaut de synthéese, associé a une éventuelle défaillance
hépatique, soit a une consommation accrue, indiquant alors que le complexe PZ/ZPI est
effectivement impliqué dans la défense antithrombotique au cours du choc septique.
Inversement, le taux de ZPI est significativement augmenté, indiquant que sa synthese est
supérieure a son éventuelle consommation. Cependant, malgré ces taux élevés de ZPI, nous
n’avons pas pu montrer que les patients qui avaient les taux les plus élevés de ZPI avaient une
survie supérieure aux autres patients. Cependant il faut souligner qu’in vitro, il fallait des taux
d’au moins 500 % de ZPI pour avoir un effet inhibiteur sur la production de cytokines pro-
inflammatoires. Peu de patients ont atteint ces taux. De méme chez la souris, il a fallu
administrer des doses élevées de ZPl pour diminuer la production de cytokines pro-
inflammatoires. En fait, nous avons administré a la souris du ZPI recombinant humain et nous
avons observé que le rhZPI avait une demi-vie courte, méme en absence d’injection de LPS
(< 10 % dans le plasma 1 heure aprés 1’admnistration). Par conséquent, il est nécessaire de
disposer de ZPI recombinant murin (rmZPI), pour voir si le rmZPI exerce aussi une activité

anti-inflammatoire chez la souris (nous avons vu que c’est peut-étre la PZ murine qui a des
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proprétés immunomodulatrices) et s’il existe un turn-over accéléré de ZPI au cours du choc

septique expérimental.

Les propriétés anti-inflammatoires que nous avons mises en évidence associées a son activité
anticoagulante du ZPI le rendent comme un candidat potentiellement intéressant dans diverses
situations pathologiques ou co-existent a la fois un état inflammatoire et une activation
excessive de la coagulation. Une pathologie tres fréquente est la survenue des accidents
vasculaires cérébraux ischémiques. L’utilisation d‘héparine a la phase aigiie est délicate, car
elle surexpose a un risque hémorragique. De plus, la réaction inflammatoire qui fait suite a la
revascularisation est associée a un plus mauvais pronostic et il semble important de disposer
de nouvelles stratégies permettant de limiter I’inflammation (314). Le ZPI pourrait donc peut-

étre constituer une nouvelle stratégie thérapeutique dans ce contexte.

Des ¢tudes cliniques sont actuellement en cours pour évaluer I’interét thérapeutique de I’AAT
dans la transplantation d’organes comme les ilots pancréatiques ou les poumons (315). Car
I’AAT a été montrée comme inhibant la mort cellulaire et la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires dans un modéle d’ischémie-reperfusion au cours d’une transplantation
pulmonaire chez le rat (316). De méme I’AAT diminue I’inflammation et améliore la survie
des souris transplantées par des Tlots pancréatiques (317). Comme le ZPI diminue aussi
I’inflammation et présente 1’avantage d’avoir en méme temps des effets anticoagulants,
puisque la premiere cause de la perte précoce du greffon est la thrombose veineuse dans la
greffe du pancréas (6 a 20 % des cas) (318), I’utilisation du ZPI dans les transplantations

pourrait étre envisagé.

De méme, dans le myélome multiple, il existe une production importante d’IL-6 et de TNF-a
par les cellules myélomateuses, ainsi qu’une production accrue de MIP-1a qui constitue un
critere de mauvais pronostic (319). De plus, le risque thromboembolique est accru chez ces
patients, notamment en raison de 1’utilisation de la thalidomide (320). On peut donc envisager
que I’administration de ZPI pourrait constituer un traitement prophylactique de la thrombose
veineuse, et sa capacité a diminuer la secrétion de MIP-1a pourrait participer a la limitation

des lésions osseuses.

Enfin, le ZPl pourrait constituer un traitement de choix du choc septique. En effet,
contrairement aux médicaments immunomodulateurs testés jusqu’a présent comme les
anticorps ciblant le TNF-a ou I’'IL-1, qui ciblaient uniquement une cytokine et inhibaient

completement son effet, le ZPI diminue le taux plasmatique d’un ensemble de cytokines (IL-
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6, TNFa, IL-1B et MIP-1). Il est important de souligner que contrairement a ce qui est obtenu
avec les anticorps monoclonaux, il persiste encore une production de ces cytokines pro-
inflammatoires, qui sont nécessaires pour aider 1’organisme a lutter contre les infections.
Enfin, le ZPI (en absence de PZ) n’inhibe que le FXIa, dont I’inhibition permet d’avoir un
effet anticoagulant avec un risque hémorragique faible. Le ZPI pourrait donc atténuer la
réponse inflammatoire excessive observée chez les patients en choc septique et en méme
temps, prévenir 1’apparition de CIVD et éviter le saignement des patients, principal effet
indésirable des autres inhibiteurs physiologiques de la coagulation étudiés dans le choc

septique.
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Le choc septique est une défaillance circulatoire aigué déclenchée par un agent infectieux, entrainant
des désordres hémodynamiques, métaboliques et viscéraux, en raison notamment de la libération de
cytokines proinflammatoires. Le taux de mortalité est élevé (environ 40 %). L’évolution des sepsis
séveres est souvent compliquée par des phénoménes thrombotiques qui résultent en partie de
I’activation de la coagulation par les agents infectieux, mais aussi de la libération de Neutrophil
Extracellular Traps (NETs) par les polynucléaires neutrophiles. Ainsi, chez ces patients, une
coagulation intravasculaire disséminée (CIVD) est souvent observée, caractérisée par un état
d’équilibre instable, ou co-existent un risque thrombotique et un risque hémorragique, di a la
consommation des facteurs de coagulation. Plusieurs études ont suggéré que [’administration
d’antithrombine (AT) ou de Protéine C activée diminuait la mortalité, non seulement en diminuant
I’activation de la coagulation, mais aussi en ayant des effets cytoprotecteurs et anti-inflammatoires
indépendants de leur activité anticoagulante. Toutefois, leurs effets cytoprotecteurs nécessitent
I’administration de doses élevées, responsables d’hémorragies.

L’inhibiteur dépendant de la protéine Z (ZPI) est une protéine appartenant a la superfamille des
serpines, comme I’AT, mais possede une activité anticoagulante plus restreinte. Dans un modele en
sang total, j’ai observé que le ZPI exerce un effet inhibiteur sur la production de cytokines pro-
inflammatoires (IL-6 et TNF-a) en réponse au lipopolysaccharide (LPS). A forte concentration (4 fois
la concentration physiologique), I’effet anti-inflammatoire (EAI) du ZPI n’est pas modifi¢ par 1’ajout
de PZ ou d’héparine non fractionnée, qui majorent I’effet anticoagulant du ZP1. De plus, I’EAI persiste
avec un variant de ZPI muté sur son site actif (ZPI Y387A), suggérant que le ZPl posséde un EAI
indépendant de son activité anticoagulante. In vitro, en sang total, le ZPl augmente précocement la
production de CCL5, une chimiokine ayant des propriétés anti-inflammatoires. Ces observations ont
été confirmées dans un modéle d’endotoxinémie in vivo, chez la souris, en injectant par voie intra-
péritoneéale du LPS. Les souris qui avaient recu simultanément du ZPI recombinant humain ont un
taux plasmatique plus faible d’IL-6 et de TNF-a que les souris contréles et un taux plus élevé de CCL5
dans le lavage péritonéal.

De plus, nous avons mis en évidence, en milieu purifié, que 1’élastase neutrophile, une enzyme libérée
a la surface des NETSs induisait plusieurs clivages du ZPI. Le premier clivage se produit au niveau de
la boucle réactive du ZPI, qui perd alors son activité inhibitrice sur les FXa et FXla. La PZ ne protége
pas le ZPI de sa dégradation par 1’¢lastase. La dégradation du ZPI induite par les NETs pourrait
participer & leurs propriétés procoagulantes.

Enfin, nous avons étudié les variations des taux plasmatiques de PZ et ZPI chez 100 patients atteints
de sepsis sévere. Dans les premiéres 24 heures, nous avons observé une diminution du taux de PZ par
rapport a un groupe de sujets sains, et a I’inverse, une augmentation d’environ 2,5 fois du taux de ZPI.
Ce taux élevé de ZPI persiste & J3 et J7, alors que le taux de PZ augmente. Les variations de PZ ou ZPI
ne sont pas prédictifs de la mortalité a 30 jours ni de ’apparition d’une CIVD.

Ces résultats suggeérent que des doses élevees de ZP1 (4 fois la concentration physiologique) pourraient
constituer un traitement adjuvant du choc septique, en diminuant la production de cytokines pro-
inflammatoires, avec un risque hémorragique faible, puisque I’inhibition du FXIa a des activités
antithrombotiques dépourvues de risque hémorragique.
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Septic shock is an acute circulatory failure triggered by an infectious agent, resulting in hemodynamic,
metabolic and visceral disorders, notably due to a production of proinflammatory cytokines. The
mortality rate is high (about 40 %). Severe sepsis is often complicated with thrombotic events. It
results from an activation of coagulation by the infectious agent, but also from Neutrophil
Extracellular Traps (NETS) release by neutrophils. Thus, disseminated intravascular coagulation (DIC)
occurs frequently in these patients. DIC is characterized by an unstable equilibrium, where coexist a
thrombotic risk due to excessive coagulation activation, and a bleeding risk, provoked by coagulation
factors consumption. Many studies suggested the administration of antithrombin (AT) or activated
protein C (APC) in septic patients, it may decrease mortality by limiting coagulation activation, but
also thanks to their cytoprotector and antiinflammatory effects independent of their anticoagulant
activity. However, high doses of AT and APC are recquired to induce their cytoprotector effects,
resulting in an increased risk of bleeding events.

Protein Z-dependent protease inhibitor (ZPIl) belongs to the serpin superfamily, as well as
antithrombin, alhough its anticoagulant activity is more restricted. In a whole blood model, | observed
that ZPI inhibits proinflammatory cytokines production (IL-6 and TNF-o) induced by
lipopolysaccharid (LPS). At a high concentration (4 times physiologic level), the antiinflammatory
effect of ZPI is not modified by the presence of protein Z or unfractionned heparin, which however
increase ZPI anticoagulant activity. In addition, the antiinflammatory effect is maintained with a ZPI
mutated on his reactive center loop (ZPl Y387A). These results suggest that ZPl has an
antiinflammatory effect independent of his anticoagulant activity. In whole blood, an in vitro model,
ZP1 induced an early rise of CCL5 production, a chimiokine with antiinflammatory properties. These
observations were confirmed in vivo , in a mouse endotoxinemia model, using intraperitoneal LPS
injection. Mice treated with recombinant human ZPI had lower IL-6 and TNF-o plasmatic levels
compared with control mice, and higher peritoneal lavage CCL5 level.

In addition, we brought to light that neutrophil elastase, an enzyme attached to NETS, induced many
cleavages of ZPI, in a purified system. The first cleavage occurs in the reactive center loop of ZPI, and
results in a lost of its FXa and FXla inhibition activities. PZ doesn’t protect ZPI from elastase
neutrophil degradation. Thus, ZPl degradation induced by NETs could participate to their
procoagulant properties.

Lastly, we studied PZ and ZPI plasmatic level variations in 100 patients with severe sepsis. In the first
24 hours, decrease of PZ level was observed compared with the healthy volunteers group. Inversely,
the ZPI level increased almost 2.5 times. This high ZPI plasmatic level is maintained at day 3 and day
7, while PZ level increases. PZ and ZPI plasmatic level variations don’t predict hor mortality at 30
days nor DIC occurrence.

These results suggest that high dose of ZPI (4 times physiologic concentration) could be a septic shock
adjuvant treatment by proinflammatory cytokines decrease, with low haemorragic risk, because FXla
inhibition has an antithrombotic activity without haemorragic risk.
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