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Introduction

ITLQKLELWHXU GpSHQGDQW GH OD SURWpLQH = =3, HV
FRDIJXODWLRQ TXL LQKLEH OHV IDFWHXUV ;D );D HW ;,D )
protéine Z (PZ), un cofacteur vitamine-d€pendant, qui permet de rapprocher le ZPI du

facteur Xa fixeV XU OHV SKRYVSK RGNS, laGPHA Yirculeksblisri@ede complexe
éguimolaire avec le ZPI, avec un exces de EPtdle physiologique du complexe PZ/ZPI est
DFWXHOOHPHQW PDO GpIlLQL OHV pWXGHV DQDO\WDQW OF
QTpWDQW SDV XQLYRTXHV [/HV V RE Lisbled pdutefdisvwl 2 L&EHYV HQ
observé une augmentation de la mortalité otéxine chez les souris déficitaires en ZPI. Par

contre, dans des modeéles expérimentaux de thrombose, une augmentation des phénoménes
thrombotiques est observée chez les saléficitaires en ZPI et PZ par rapport aux souris
«sauvages. 5pFHPPHQW GDQV XQ PRGqOH GYLQIODPPDWLRQ DL
TXH OH =3, HVW XQH SURWpPLQH GH OfLQIODPPDWLRQ /YR
plasmatique de ZPI apré&hirurgie ou chez des sujets atteints de cancers inflammatoires a
FRQILUPp TXH OH =3, HVW nbaXwhitiR @ FK @ju@Me).LQH GH OfL

/IfLQIODPPDWLRQ HVW XQ PR\HQ GH VH GplHQGUH FRQWL
OfDXJPHQWDWLRQ GHV SURWPpPLQHYVY GH OD SKDVH DLJXs GtFt
UpGXDUHHYWVLRQ G KB)O\NHEEoDLHbNERPddherché sile ZPI avait la capacité a
diminuer la réponse inflammatoire, notamment en ce qui concerne laigecé cytokines
pro-inflammatoires. Comme il existe un exces de sécrétion de cytokines dans le sepsis, nous
avons donc étudié dans un modéle murin si le ZPI était capable de réduire la production de
F\WRNLQHV HQ UpSRQVH j OJLOMHF\8DXE® G3D QV SRS R/H\Y\DIF
des polynucléaires neutrophiles, entraine la productioNelgrophil Extracellular Traps

(NETs), qui peuvent cliver des inhibiteurs de lagalation (comme le TFPQontribuant

ainsi aux phénomenes thrombotiqueservés dans le sep$®. Dans une seconde partie de

FH WUDYDLO QRXV DYRQV GRQF P &sQiw tipintéehaQesINETE,L Y LW p
HQ UDLVRQ GH GLIIpUHQWHYV FRXSXUHV SURWPpPRO\WLTXH\
OfpODVWDVH QHXWURSKLOH DVVRFLpH DX[ 1(7V

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 ehbwrgi
dans les cancers, mais toutefois a un taux plus faible que celle nécessaire pounindrore

une diminution de la production des cytokines-ftammatoires.
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- Place du systeme PZ/ZPI dans la coagulation

1) /9 K poBtase et la coagulation

ITKpPRVWDVH HVW OYHQVHPEOH GHV PpFDQLVPHV SK\VLRO|
j OTDUUrWerehts elleDdsd Qonstituée p@ TKpPRVWDVH SULPDLUH HW
SODVPDWLTXH OfpWDSH X@u\permeét I té@apationodD chlll@ tbin@R O \V H
61LO HVW FODVVLTXH GH VpSDUHU FH % Wa)RLécamsP&HY L O

sont concomitants.

(Q SUpVHQFH GTXQH OpVLRQ YDVFXODLUH LO \ D XQH YD
KHpPRVWDVH SULPDLUH LQLWLpH SDU OYDGKpVLRQ GHV S
vont adhérer au scouBl Q GRWKpOLXP GLUHFWHPHQW RX SDU OfLQWH!
/I Y DGKpVLRQ GHV SODTXHWWHYV HVW DFFRPSDhé@etdntGTXQ F
OYH[SRVLWLRQ GHV SKRVSKROLSLGHV F Kdb delgsvudQgde&sW LY HP
facilitant leur DQFUDJH (QVXLWH OHV SODTXHWWHV YRQW VDI
granules esynthétiserGHV GpULYpV GH OXBFLISGHWYVDBEURBRIALHW IR
plaquettaire(5)

Simultanément a la formation du clou plaquettaire, la coagulation plasmatique est déclenchée
conduisantj OD JpQpUDWLRQ GH WKURPELQH SHUPHWWDQW OD
FRDIJXODWLRQ HVW XQH FDVFDGH G Y Bsfwlley B3\ptéBuEEUrs Q]\P D
LQDFWLIV sGdpdelEF\ yinogenes, sont activesur acquérir des propriétés
protéolytiques ou catalytiqueBeux voies ont été identifiéeda voie du facteur tissulaire et

la voie de la phase contact.

a) Lavoie du facteur tsulaire

Dans cette voiequi correspond au mécanisme physiologidaegoagulatiorest initiée par
OfH[SRVLWLRQ GX IDFWHXU WLVVXODLUH )7 fabteurMOX[ VDQJ
(FVIl), qui devient actif (FVlla) et clive Iéacteur X £X) en FXa. Le Facteur Vlla peut
pJDOHPHQW DFWLYHU OH IDFWHXU ,; DQWLKpPRSERLOLTXH ¢
Le FXa clive a son tour le factedr (prothrombine) en Flla appelé plus habituellement
thrombine. Les premiéres molécules de itbine formées vont amplifier la cascade de la

coagulation, notamment en clivantféeteur V EV) et le facteur Vili(antihémophilique A).

11



Cette génération de FVa et FVllla va aboutir a la formation de complexes enz@sataju

tenase (constituée des faats antihémophiliques A et B, des phospholipides et de calcium) et

la prothrombinase, constituée des FVa, FXa, phospholipides et cal@ufmrmation de ces
FRPSOH[HV HQ]J\PDWLTXHYV DXJPHQWH GTXQ IDFWHXU HC
permetla génération explosive» de thrombingermettanta formation de fibrine et ainsi du

thrombus fibrineplaquettaire. La cascade de la coagulation se déroule a la surface des
phospholipides, soit tissulaires, soit plaquettaires. En effet, les facteamsingt k
dépendantsHlI, FVII, FIX et FX) localisent la coagulation a la surface des phospholipides
anioniques (essentiellement la phosphatidylsérine), en se fixant sur les phospholipides par
OTLQWHUPPGLDLUH GYLRQV FDOFLXP majéur, Wi @l BErm&H MR X
GIDXJPHQWHU OD TXDQWLWpPp GH SKRVSKROLSLGHV QpFHYV
plaquettes.Elle active les cofacteurs V et VIII (rétaontrdle positif mais de active

également Idacteur XI £X1) TXL V{LQV gl H CoOVOHD\QIE @ \Bn activant le

FIX (6).

b) La voie de la phase comta

/ID FRDJXODWLRQ SHXW DXVVL rWUH LQLWLpH s§8dineODFWL
contact» ou «voie intrinsequee  SDU RSSRVLWLR Qle jFTOdfte Qassiqudnéht RQ S D
«Vvoie extrinséque. Cetteinitiation par le FXllactivé (FXlla) Q § H V Wwnc8ddnelledans

les conditions physiologiques, mais se produit dans des circonstances patholagiques
lorsque le sang est en contact avec des surfaces non physiologieites/oie implique trois
seérineprotéase: le FXIl, le FXI et la prékllikréine (PK), ainsi que le kininogene de haut

poids moléculaire (KHPM) qui est wofacteur non enzymatique.

Le FXII (ou facteurHageman)est une molécule monocatemagui circule dans le plasma a

une concentratiome 40 pg/mL (375 nM, sademivie estde 50 a 70 heures. THVW XQH
SURWpPLQH GTH@)YLHWRQ, HXNWD DFWLYp HsQrfdsdJgectbégaiives 1 X Q H
(autoactivation) entrainant un changement de conformation, qui est sa8ifeU ONfcLR Q |
(zn?"), ou parun clivage par la kallikréine (KAL) (hétéreDFWLYDWLRQ /fDFWLYDW
HQ );,,D RX .);,,D FRQGXLW BEOPWMRLPD WRRMRNLINIIH G XC
(52 kDa) et Gufie chaine légere (28 kDa) liées par un pont disulfure. La chaine Iégére porte
OTDFWLYLW p ghi @drnieiratel clivage de la PK et du FXtandis que la chaine
ORXUGH SHUPHW VD IL[DWLRQ DX V peutiénhéare\etre Olivéit UR Q p J D
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KALL, FRQGXLVDQW DIXlla, 4 &t activité protéolytique enverPla

mais perd a faculté a se lier aux surfaces électronégaftivigsire 1)(8).

C C

340 367

FXII
N CEGFD Fibl -EGFID PH{ —  }c
X _6

353 354

l o

340 367
FXlla ” "
80 kDa DD©D©<>|| [_‘:}_
19 1 1 n B g 596
393 442 544
l ¢ . ©
340 367
s I —
30kDa . o
335 343
L J L ]
T T
Chaine lourde Chainelégére

Figurel: 5SHSUpVHQWDWLRQ \thtmR @uwxiITXH GH OMD

/I NMDXaWWLYDWLRQ HW |®KALE AILFXD Wel feiQpab Blithge de la liaison
peptidique R353/3%4 /H );,,D DLQVL IRUPp HVW FRPSRVp GT1XQH FK
légere, reliée par un point glilfure. La chaine légére porte le triade catalytique (en
astérisque)Un clivage du FXk au niveau des liaisons peptidiegiR343.344 et R334N335

par la KALL FR Q G X ERXIIdD @e dernier perd sa faculté a se lier aux charges négatives

en libérant sa chaine lourde, mais gartdeRQ SRWHQWLHOP&EPPFWLYDWLRQ GH

Le FXI est un autre facteur du systéme contact, il circule dans le plasma sous forme

G TKR PR Gdhaqué) sbuanité étantGTHQ Y L U R Qiées pad 'Uh pont diulfure. Sa
concentration plasmatique est de 5 pg/mL (30 nM). Le FXI circule dans le plasma sous forme

de complexe non covalent avec K&iPM, et deux molécules de KHPM sont liées a une
molécule de FXI. Chaque soeusité du FXI peut étre clivée par la thrbime ou le FXlla,
GRQQDQW XQH FKDVQH ORXUGH GYHQYLURQ N'D HW XQI
domaine catalytique, reé par un pont disulfur¢Figure 2) Le terme FXla désigne le

clivage des deux soumités(9,10) Le FXla a comme substrarincipal le FIX (10). En

2016,dans un systeme purifig,a été montréue leFXla peut aussi activer le FXIte qui a

été confirmé dans un modele murill) $LQVL OH );,D VIDMRXWHUDL
GYDPSOLILFDWLRQ GHaOD SURGXFWLRQ GH );,,
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La PKest une glycopigine de 8%Da, elle circule dans lelgsma sous forme de monomeére

a une concentration de 50 pg/mL (490 nM). La BK GTKRPRORJLKveshe VpTXHC
FXI, et mmmece dernier la majorité dePK (environ 75 %) circule sous forme de complexe

non covalentavecle KHPM (ratio 1:7). La PK est le précurseur da KALL, qui résulte de

VRQ FOLYDJH S DREXIQ testcobstiRi® de deux fragnentsde 52 et 3XDa lies

par un pont disulfur¢Figure 2) La KALL amplifie la génération de FXlla et peut clivier

KHPM pour la libération de bradykinine (BK9,12)

Le KHPM est une glycoprotéine non enzymatique de 120 kDa, et circule a une concentration
plasmatique de 80 pg/mL (670 nM). Le KHPM est consituté de 6 domainasiB] dont le
clivage parla KALL conduit a la formation de KHPM activé (KHPMa), constitué de deux
chaines de 64 et 56 kDa reliés par un pont disulfured® &t D5D6), et permet la libération

de BK (D4)(Figure 2)(9,12) Le domaine D6 est le site de liaison avec le FX&€IK (13),

tandis que B et D5 permettent la liaison dKIHPM aux récepteurs cellulaires (cellules
endothéliales, plaquette et les neutrophiles). La liaison de KHPMuaiféecs des cellules est
déSHQGDQWH GH ODnSWANRVHQFH GYLRQV ]

En somme, futc DFWLYDWLRQ GX );,, HVW REVHUYpH HQ SUpVl
négativement (par exemple verre oules circuits decirculation extracorporelle) ou en

présence de molécules physiologiques comme les acides nucléiques ou le collagéne, ou
encore par les agents pathogénes comme le lipegutharide (LPS) des bactéri@d). La
SUpVHQFH GIXQ GH FHV DFWLYDWHXUV FRQGXLW | XQ FKI
FXIl, conduisant a la@Q pUDWLRQ G fKti@Hle FMIWILeWNMllaTagtive 1aPK en

KALL. La KALL DFWLYH UDSLG HnelecQl&8 der¥D ¥iwdindny une boucle
GIDPSOLde Rpmduikieh de FXllainsi de sa propre productigrigure 3)(8). Le

complexe FXII/KHPM/PK est localisé a la surface deutes endothélialegt assemblé

grace a la liaison du FXIl et de KHPM au récepteur de la protéine du complément Cl¢ (gC1q

R) (15) 'TDXWUHYV favpriisenBaNdaxatiovi de ce complexe, notamméntécepteur

GH O fasE RUIRAR) et la cytokératine 1 (CK(Bigure 4)(12,16) Le FXlla va ensue

cliver le KHPM et conduire a ldibération de BK un peptidede 9 acides aminéd.a BK

régule différents processus physiologiques pg#athologiqus, comme la libération de
PRQR[\GH GID]JRWH HW OD YDVRGLODWDWLRQ (1AQ VH IL[DQ\

14
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Figure?2 : Structures schématiques du facteur Xl (FXI), de la prékallikréine (PK) et du

kininogene de hau poids moléculaire (KHPM).

/IH );, HVW IRUPp GYIXQ GLPgUH FRPSUHQDQW GHX[ FKDvQH
pont disulfuresur le domainé\4. Il est activé par un clivage protéolytique de la liaison R369

1370 par le FXlla. Les acides aminés derade catalytique sornportés par la chaine légere
(astérisque). Le FXllzlive la PK au niveau de la liaison peptidique R3BY2 et conduit a

la formation de kallikréine (KALL);omposée de deux chaines lourde et |égere liées par un

pont disulfure.La KALL peut cliverle KHPM au niveau des liaisons R3B371 et K362

R363 et entraine la libération de la bradykinine (E&)

én - FXI

‘/ - KHPM \\ FXII L/’ KHPM
SbA0bAAEEEAE AL LA

Figure 3: Schéma simplifié des interactions entreles facteurs de la voie du systéeme
contact.

Les protéines impliquées dans la voie du syteme contact, facteur Xll (FXII), kininogéne de
haut poids moléculaire (KHPM) et prékallikréine (PK)Y DmbMia la surface des cellules.
/ITNDFWLYDW lpBQet&@XDEFWLYDWLRQ G Smuldan&nidnt, le FXIla)active

la PK et permet la libération deradykinine (BK) a partir de KHPM. La Bita le récepteur
B2Rentraine une cascade de signalisat(11,18)
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Le FXlla peut aussi activer le FXI en FXla, et inversement, le FXla pourrait amplifier
OYDFWLYDWLRMVGXPEQDJIH GX FRPSOH[H );,, .+30 );, HVW U
des plaquettes en se fixant surctamplexeglycoprotéiqueGP1BIX-V. "{DXWUHV UpFHSW
plaquettairesinteragissentavec les protéines de la voial dysteme contact, commie
récepteudes apolipoprotéines E (ApoER@AR) qui permet la liaison du FXgu O. 9, E qui

permet la fixation déa KALL (20) (Figure 4).Les polyphosphategolyP) libérés par les

plaquettes sont décrits comme des activateurs endogenes d(REXPar la suite, le FXla

active le FIX enFIXa, et fait ainsi le lien entre voie extrinseque et intrinséque de la

coagulation.

Figure 4: Interactions des protéines du systeme contacavec différents réceptars

cellulaires.

(A) Assemblage du facteur XIl (FXI9u kininogéne de haut poids moléculaiiek) etde la
prékallikréine (PK) a la surface des cellules endothéliales, nécessitant le récepteur de la
protéine C1q (gC1p OH UpFHSWHXU AR eDIf ytok€ntin® D(CK1). 83 Le

complexe glycoprotéique GRIK-V interagit avede FXII, KHPM et le FXI. La liaison de

HK au récepteur «nacrophagel antigen receptos (Macl) des leucocytes permet de faire

un pont entre les deux types cellulade /D NDOOLNUpLQH 3.D SHXW VH OLFL
des plaquettes activé€r2).

/IHV SURWpPLQHV GH OD YRLH GX V\VWgPH FRQWDFW SHXY
leucocytes. Le principal réctgur impliqué dans cette liaison estn@crophagel antigen

(Mac-1, CD11b/CD18), retrouvé a la surface des monocytes, des macrophages, des
polynucléaires neutrophiles et des lymhocytes NK. Cette liaison faciliterait notamment

OYLQILOW U D W heRigppiilesy sixe@ R ptdtictoH de BIR).
16



Malgré son réle important dans la formation du caiifot/itro, la voiedu systéne contact

QIYHVW SDV LQGLVSH Q \WDhizdOah eX &R, Xiudéiditkep PXRINENEZDIA/dduris ou

FKH] OfKRPPH QH FRQGXLW SDV jPx@dttryy ldssaubsiEfidiertesP R U U D
en FXII ont un défaut de stabilisation et formation lskombus riche en plaquetfesiggérant

gue la voiedu systeme contagbuerait un réle dans le développement et la stabilisation du
thrombug(23).

2) Régulation de la coagulation

Les facteurs de la coagulation sont présentsextes dans le sang. Sans mécanismes
régulateurs, les mécanism& D P S O L | IldE préyagation Eonduiraient a une coagulation
JpQpUDOLVpH GH OYDUEUH YDVFXODLUH /H I0OX[ VDQJIXLQ
coagulation localisée au niveau de leedhne vasculaire, en effet il permet @dmiter
OYLOQWHUDFWLRQ GHV IDFWHXUYV .Parilevs Ma hHneomstitiék D J X O D \
un «piege a thrombine, celleFL VH UHWURXYDQW EORTXpH j OTLQWpU]|
fibrine.

En plus de ces mécanismes physiques, non spécifiques, trois principaux systemes sont connus
pour inhiber la coagulaton OfLQKLELWHXU GH OD Y Hisdte GatoiDFW H X |
Pathway Inhibitorou TFPI), le systeme de la protéindRC) HW ODQWAMNKURPELQ

a) Le TFPI

Le TFPI est un inhibiteur de séripeotéase qui inhibe les phases précoces de la coagulation.

I HVW VIQWKpWLVp PDMRULWDLUHPHQW SDU OHV FHOOXOH\
sont liés a la surface des cellules endothélidéesa microcirculation. Il est présent dans le

plasma a une concentration d@ ng/mL (1,6 nM)et plus de80 % du TFPI plasmatique sont

associés aux lipoprotéinel$ existe deuxisoformesprincipales de TFRIlisstes Gépissage

alternatis: OH 7)3le 7H BV, Les deux isoformes sordgtrouvéesa la surface des celkd
endothélialegt seul O H 7 )&tlocalisédans les plaquettese TFPI a été identifié comme

un inhibiteur du complexe FFVlla, nécessitant le FXaet€a /H PpFDQLVPH GYLQKL
est initié par la liaison du TFPI au FXa, puis de la formation du compiXeelT FPIFT-

FVlla, DX VHLQ GXTXHO OHV );D )7 HW29925),D QTRQW SOXV GIDI
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Il a été montré que le TFRbuvait égalementinhiber diectement leFXa et empécher la

formation du complexe prothrombinas@ HWWH LQKLELWLRQ QYfHVW SRVVLEC
FRQWUDLUHPHQW DX 7)3, SRVVg@minAQDbe flusJelR Qerd&itDV LT Xt
amplifiée par la Protéine S (PS) et/ou le 26,27)

b) Le systéme de la protéine C

Ce syseme comprenda PC,la PS (son cofacteu®t deux récepteurs membranairda
thrombomoduline (TM) et le récepteur endothélial de la protéine C (ER@RC et la PS
sont deux protéines vitamiedépendantes, qui circulent dans le plasma a une coatentr
moyennede 4 pg/mL (70 nM) et 22 pg/mL (320 nM) respectivem@8).

Lorsque la coagulation est activée et conduit a la génération de thrombine, cette derniere va
pouvoir se fixer a la TM localisée a larface endothéliale. Cette lid&sQ L P S @xositéeH O |
de la thrombine, uneégion importante pour son activité algtique visavis du fibrinogéne,

cequi va réduire somctivité procoagulant29). De méme, la PC va se fixeXdJ O 1,(&&5

qui la rapproche du complexe Ft¥irombine et la présente sous une conformation adéquate
pour éte activée. L&PC estactivée en PCa suite a son hydrolyse par la thrombine. La vitesse
GH OD UpDFWLRQ GYDFWLYDW LR3I HHVWW R X[@W3IPr@I(BK. 55D U

La protéine C activée (PCa) est ensuite capable de dégrader par protéolyse les FVa et FVllla
de la coagulation. Cette activité catalytgest potentialisée par la Rfynt 6670 % circule

sous forne liee a ungrotéine de transport du complémentClib-binding protein(C4bBP).

Seule la faction libre joude réle 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 merphospholipidique,

et permet de réorienter le site actif par rapport aux sites de clivage au niveau des FVa et
FVlila (31).

c) /IDOWLWKURPELQH

/11987 HVW VI\QWKpWLVpH DX QLYHDX KpSDWLTXHndyahnd=LUF X O'}
de 150 pg/mL (2,57 uM)(32). Deux isolRUP HV Brff $étrouvées dans le plasma
OfLVRIRUPH . DYHBP\FBRBDIWQHV NN'D TXL UHSUpVHQWH GH
ORIRUPH DYHF -JOKPDQHY 1 N'Dpartidrft &7la Bigperfamille des

serpines (Serine Protease Inhibitoyset posséde a son extrémité une boucle réactive lui

permettant de former un complexe enzyim@biteur covalent irréversible.
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ContraremHQW j FH TXH VRQ QRP ODLVVH SHQVHU OHV DFWL"
OLPLWHQW SDV j OfLQKLELWLRQ G3-HH GO QKKBRBEGQH p LHHIXC
protéases de la coagulatidont le FXa, le FIXa et le FXI&33). Elle forme un complexe
covalent inactif avec $nzyme (stoechioétrie 1/1), permettantle bloquer le site catalytique

de I®nzyme cible

LIDIFYNWp LQKLELWULFH GH-pfedses OB QOMIH VDX LRRH\Q V
IDFWHXU HOQKPSPVYHQRH /K pSDULQH HVW FRQVWLWXpH G
PLQLPDOH SRXU DVVXUHU VD OLDLVRQ j Of$7sur8lés SHQWL
glycosaminoglycanes (GAG) polysulfai@$a surface des cellules endothélig&s).

d) /frhibition de la voielu systéemeontact

/ITDFWLYDWLRQontxt paul &g Pagulde per gClgR, car ce récepteur est
QpFHVVDLUH SRXU OYDVVHPEOHPHQW GHV IDFWHXUV GH O
cellules endothéliales. Cependalat,majorité @sgClgR se trouve dans le cytoplasme ou

dans les mitdeondries, ils se retrouvent a la surfacembranaireseulement aprés activation

des cellules endothélial€35,36) Parmi ces activateurs ont été décrits les complexes immuns,

les virus ou bactéri€37), par ailleurs les cytokines pioflammatoires et le LPS augmentent
OTH[SUHVYV L-R garBdcelldesTendothéliale€38). Une fois eprimé,le gC1gR est

aussi un activateur endogéne du FAB).

La simple présence de gCl5 QYHVW SDV VXIILVDQWH SRXU OH UHFUX)
des cellules endothéliales, elle nécessite la présence de &des concentrations allant

M X V TOX{ MM (39). La concentration plasmatie du ZA™ est comprise entre 10 et 20 pM, et
VDFKDQW TXYTXQH JUDQGH SDUWLH HVW OLpH j BbBROEXPLQE
,O D pWp PRQW U pzZi%tovedaitHdes ceiles ehdothiéles etdes plaquettes
activéeg40).

Le Clinhibiteur,une protéine appartenant a la superfamille des seypte® PHW OfLQKLEL
du FXlla, de la KALL et du FXla. Son activité inhibitrice est potentialisée par les

JO\FRVDPLQRJO\FDQQHV &YHVW XQH JO\FRSURWPLQH IRUP
PROpFXODLUH GTHQYLURQ N'D HWinkativerrehODIBWIMG D QV O
&RPPH FYfHVW XQH SURWPLQH GH OfLQIODPPDWé&RQ VD F

multipliée par deuxdans des conditions inflammatoir@d).
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3) Régulation de la coagulation pate systemeProtéine Z et ZPI

a) La PotéineZ (P2)

&THVW XQH SURWgheQdante dé&ddawet€ddr Prowse et Enouf en 1977 dans le
SODVPD ERYLQ &RPPH F{pWD LitAnin® X-dépehdaDte gdluble Sad RW p L (
FKURPDWRJUDSKLH pFllkkR@td Hodvde I DOKIRIBBPH OfpTXLYDOF
de la PZ bovine a été isolé en 1982).

Le géne de la protéine Z est porté par le chromosome 13, sur la région 13934 £& géteed

codant le FVIl etle F &THVW XQ JgQH GH NLOREDVHV FRPSRUW
SDLUHV GH EDVH HIRQV DYHF XQ pubé dkurénitéedDOIW B QD WL I
paires de bas€43). En 2001, quatorze ponorphismes du gene codat# PZ ont été

identifiés Trois autres polymorphismes ont été décrits en 2004 et la plupart de ces
polymorphismes ant directement liés a la concentration plasmatique de Ia43X Les

polymorphismes les plus étudiés sont

- Le polymorphisme A13G situé dans le promoteur du géne de la PZ

- Le polymorphisme G42A situé ddh OfLQWURQ & GX JgQH GH OD 3=

- /H SRO\PRUSKLVPH * $ VLWXp GDQV OTLQWURQ $ GX Jc
- /H SRO\PRUSKLVPH * $ VLWXp GDQV OfLQWURQ ) GX Jq

Figure5 : Représentation schématique du genge la protéine Z (PROZ)(43).

La protéine Z humaine est constituée de DFLGHY DPLQpV HOOH D GTKR
PZ bovine qui est composée de 396 acides anf#f®ds /D 3= ERYLQH D XQ VLWH G
avec la thrombine qui favorise sa liaison aux phospholipides, cette interactihnoRibine

est possible grace aux 36 acides aminés cart@Rryinaux supiémentaires présents dans la

PZ bovine. En revanche, la PZ humaine a une faible affinité pour la throriéne
Inversement, la thrombine peut cliveDl 3= KXPDLQH DX QLYHDX GH OfYDUJL
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(R43) et induire la perte de son domaine Gla, faisant passer son poidsilaioééde 62 a 56
kDa et la rendant inactiv@7?).

La structure de la PZ, a partir de sa partieeNninde, peut étre divisée en un domaine riche

HQ D Fic&gbdbXxyglutamique (Gla), deux domaireggsidermal growth factelike (EGF) et

un domaineserine proteasdike. Sa structure moléculaire est ainsi trés proche des autres
facteurs vitamine Klépendants d& coagulatiorcomme les facteurs VII, IX, X et la PC.
Contrairement a ces séritURWpDVHY OD 3= QYD SDV OHV UpVLC
habituellement présents au niveau de la région du site actif. Parmi la triade histigine (H
sérine ($ et acide asprtique D) des séringrotéases, seld est conservé en position 221

dans la PZ H et Sétant remplacées respectivement par une lysiheri position 178, et par

unD HQ SRVLWLRQ FH TXL LQGLTXH TXH OD 3= KXPDLQH F

sérine protéasgls).

Figure6 : Représentation schématique de la structure de la Protéine @9).

La distribution de la concentration plasmatique de la PZ est trés large dans la population
générale, variant entre 0,63 pg/mL et 5,67 pg/mL dans une population de 455 volontaires
sains. Elle est tres seébke a un traitement par les anitamine K, effondrée (entre 1 et 16 %

de la normale) aprés 6 mois de traitement équilibré a la warfétifje Cette diminution

majeure de la PZ, plus importante que celle des autres facteurs vitarti@épeRdants,
VHPEOH rWUH GXH j OD VWUXFWXUH GH VRQ GRPDLQH *OC
sécrétiondelaPZaéRQWUpH SDU OTDQDO\WH GH GHX[ PXWDWLRC(
La mutation E30Q a été observée chez des patients ayaidfiait enPZ (50) /fpWXGH GH
OfH[SUHVVLRQ GH FHWWH PXWDWLRQ Baly @lamsteH Kidrfeyd O O X O F
Cells, BHK celly a montré que nmoseulement cette mutation limite la sécrétion de ce variant,
PDLV TXYfHOOH SHXW DXVVL LQKLEHU OD VpFUpWLRQ GH
substitution du résidu GIa0 parunelysine (E30K) entraine un défaut de sécrétion de la PZ

51 /YLPSRUWDQFH GX GRPDLQH *OD SRXU OD VpFUpWLRQ
DSSURFKH JUKFH j O X Whirmeteg Byire R)Qa GédréSdn ReNPZ le§) Ebdlie
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HQ DEVHQFH GH YLWDPLQH . FH Eioh dQ faet&uvnx. Db Méi@allaF DV SR
warfarine inhibe la sécrétion de PZ tandis que celle du FX est fortement réduite. La
FRQVWUXFWLRQ GTXQH FKLPqUH GH OD 3= DYHF OH GRPDL
GLPLQXH VD VHQVLELOLWYp | r&eDert, lube BDHiMe@Hu BEXORedMe T X L C
GRPDLQH *OD GH OD 3= QYfHVW SOXV VHFUpWpH HQ DEVHQF
OD zZzDUIDULQH FH TXL PRQWUH GH IDoRQ pOpJDQWH OfL
dans la sécrétion de la RZ2). Enfin, omme le taux de vitamine K plasmatique peut varier
FRQVLGpUDEOHPHQW HW GpSHQG GH OYDOLPHQWDWLRQ LC

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

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

Différentes constructions de chimére entre les domaines de la PZ (en gris) & (anF

blanc) ont étéproduites PHQWLRQQpHVY HQ KDXW GH OfYLPDJH [H®
transféctées dans des cellules HEK293 et les cellules ont été incubéete &vecarfarine

(W) ou la vitamine K (K). Puis le milieu de cultwetle lysat cellulaireont été soumis a une
électrophorése et révélés par un anticorps-&2i(A) ouanti-FX (B) (52).

La PZ est secrétée principalement par les cellules hépat{§3¢ mais de la PZ a été

identifiée par un marquage IMXQRORJLTXH GDQV OHV S®1psuyddrdntG 1D W K
gue la PZ peut aussi étre secrétée par les cellules endothéliales et/ou les cellules musculaires
lisses. Vasset coll ont mortré que lesellules de cordons dnilicaux humaingHUVEC) et

une lignée de cellules capillairddMEC), représentant respectivement la maetda micre
FLUFXODWLRQ VHFUpWDLHQW GH OD 3= (Q HIIHW OD SUpV

2 types cellulaires en culture et on peut observer un marquage de PZ par immunohistochimie
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VXU OHV FHOOXOHY HQGRWKpOLDOHYV GDUWqQUH RX GH YH
protéine Z (ZPI) cofacteur de la PZQTHVW SDV GpWHFWple fdrqdage VXJJq
immunologique observé ne correspond pas a un dép6t de PZ plasmatique, puisque la PZ
circule dans le plasma sous forme de complexe avec I€&BRIToutefois, 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 dimideemaniérémportantechez les patientayant des

maladies hépatiques3).

b) /TLQKLELW H ddd |aGopoe @A ZPQ)

Comme décrit précédemment, la PZ, contrairement aux autres facteurs vitamine K
GpSHQGDQWYV GH OD FRDJXODWLRQ QYD SDV GYDFWLYLW;j
FRDIJXODWLRQ QMpWDLW HQYLVDJpH TWWH@FWXUIMR @ YGH Gt
facteurs de la coagulation. Cependant, en 1998, étanoll. ont montré XH OYDFWLYLW
procoagulante du Xa était réduite de facon decsepSHQGDQWH ORUVTXY{RQ L
concentrations croissantes de PZ dans un plasma appauvi @etle inhibition requiert la

présence de calcium et de phospholipides procoagulants. Par ailleprgraibement par la

thrombine, clivant la PAu niveau de &3, et séparant le domaine Gla du reste de la molécule
DQQXOH OfYDFWLRQ |MKLEYWRQWHDVRYLOWXJIpUp OTH[LVW
SODVPDWLTXH UHVSRQVDEOH GH O YL khibEduinviéfeiga@ de ) ;D T X
la protéine 2> communément appelé ZPI pouProtein Z-dependenProteasel nhibitor »

(56).

/11$'L FRGDQW OH =3, HVW SRUWp SDU OH FKURPRVRPH
potentiels codons ATG initiateurs de lectureesL4 premiers codons ATG permettent
GIREWHQLU UHVSHFWLYHPHQW HW DFLGHV DPLQp'
début de lecture au cinquieme ATG rajouterait 40 acides aminés a la protéine mature, par
contre initier la lecture au sixieme?®* VXIILW SRXU OfH[SUHVVLRQ GX =3,
codant pour le ZPI contient 1335 pb, et génére une protéine de 444 acides aminés dont 21
acides aminés constituant le peptide signal. Cinq potentiels sitesgtieeddylations sont
présentsen position &, 159, 176, 274 et 41%7).

Pour le géne codalg ZPI, deux polymorphismesicléotidiqgueont été identifiés par Van de
Water et coll. en 2004nduisantun codon stop aprés les résidus RBW303 (58). Ces 2
polymorpghismes RQW GDQV XQ SUHPLHU WHPSV pWp GpFULWV I
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thromboses veineusgsofondeqTVP) (58,59) & HV SUHPLHUV UpVXOWDWYV RQV
études contradictoires, et une matelyse portant sur 5000 patieatexclu un kn entre les
polymorphismes R67X et W303&t la survenue de thromboses veine((68%

Le ZPI appartient a la superfamille desrpineset est également nomméserpine A10». La
VpTXHQF es @rfings- toBposant le ZPIda 25 a GIKRPRORJLH DYHF OH\
VHUSLQHV HRaRiypshe@MT) MAlfou la protéase nexink Sa structure primaire

contient 40 des 51 résidus décrits comme essentiels pour la structure tertiaire des serpines. La
partie Gterminale présente une apde analogie avec les autres serpines, cependant la
séquence Nerminale contient un domaine tres acide qui la différencie des autres serpines

(57). La détermination par cristallographie de lausture du ZPIl a pu confirmer cette
DSSDUWHQDQFH j OD VXSHUIDPLOOH GHV VHUSLQHV DYHF
GIXQH ERXF@igurés) BHWLNDHBHQW GH VpTXHQFH D SHUPLV G
tyrosine 387 est le résidu Be son centre actif. La productid@ 1 XQ YDULDGRewhix $ D

de confirmer cette hypothesen effet le variant Y387A perd son activité aRXa en

présence de PZ, de calciundetphospholipide7) et son activité antFXla (62).

Figure8: Structure tridimensionnelle du ZPI, archétype des serpines

/IH =3, D OD VWUXFWXUH W\SH GTfXQH VHUSLQH DYHF I H
OYH[SRVLWLRQ G1XQRCLEMRUGE)OIE résmD PRyl &Hposition 387est

représenté sur la boucle réactiy@l).
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Le ZPl a 78 % GY{KRPRORJLH DYHF O Havpr@déineGdsy dD rat, Qepiui & H

conduit & considérer le ZPIl comth O TKR P R OR J X I# K& HorMBVRasd a été

initialement caractériscomme un gene dont k@anscription augmentait de 3 a 4 fois lors
GIXQH KpSDWHFWREDNgAUKHT OH. O DX IPHYWDLW DXVVL FKH]
sans hépatectomie, ce qui suggére que-lagst une protéine de la phase aigie de
OTLQIODPBPENE R est une prgtLQH GTHQYLURQ N 'ddde/theJgQH U
SURWPLQH GTHQYLURRBRH GN'P DY DHGD M H BHid serait da&ailh O T+

différence de glycosylation.

Le ZPI est produit au niveau des cellules hépatiques, et contrairement a la PZ, uoggorodu
SDU OHV FHOOXOHYV HQGRWHXpu®®)LDOHYV QYD SDV pWp GpWHFYV

Inhibition du FXapar le ZPI

En présence de Pde calcium etde phospholipides, le ZPI inhéde facon trés rapide le

FXa.EQ HIIHW OD 3= DFFpOqUH OYLQKLELWLR@n®XsXedOSDU OH
secondes contre 210inutes en absence de RBP) (62). La PZ se lie préférentiellement aux
phosphatidylsérines ethpsphatidyléthanolamineQ I{DIILQLWp GH VD OLDLVRQ D:
phospholipides est équivalente maisesiyn) L T X H aStiRidé d@ntibXfa du complexe P-ZPI

(64).

Comme les membres de la superfamille des serpines, le ZPI inhibe le FXa en agissant comme

un substrat suicide. Les résidugHP¢(Y387-S388) sur sa boucle réactive permettent la
ILIDWLRQ GH OD VpULQH SURWpPDVH SDU XQH OLDLVRQ FRYI
feuillet tout en entrainant la protéase liée comme une tapettbabgement conformationnel

du complexe protéasserpine permettra par la suite sa reconnaissance par des récepteurs
responsables de sa clairance rapide hors de la circul@nDe fagon inhabituelle,el

complexe PZZPI se dissocie apres la liaison du ZP| a(ak66), le complexe FX&PI est
considérablement moins stable que les autres complexes preggpses, GIXQH SDUW O
complexe se sépare en SPAGE (maispeut étredétecté en alkalin8$*( HW GIDXWUH S
une pWXGH FLQpWLTXH D PRQWUp TXH OH FRPSOH[H SHXW V
maximale du ZPI contre le FXa est observée entre 1 et 10 m(@es ITLQWHUDFWLRQ G?>
avec le FXa conduit a la libératio 1 XQ SHSWLGH GH N'D SDU OH =3,
séquence Nerminak du peptide libéré, SMPPVIKVDRPF, correspond a la séquence
GIDFLGHYV DPIlaQpdZ, soRficnvadt@msi le roldu résidu Pcomme site actif62).
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/ID VW°FKLRPpWULH GH OfYLQKLELWLRQ GX );D SDU OH =.
phospholipides est de 2,8 + 0,2 moles de ZPI par n®IEXh, ce qui signifie que pour 3
molécules successives réagissant avec le FXa, 2 molécules ont été clivées comme substrat et 1
PROpFXOH D SHUB&.V OfLQKLELWLRQ

/IH FRHIILFLHQW GILQKLELWLRQrésere )eD seS tfactours @2, HQ
phospholipides et ¢§ est de9,1 + 0,2 x 10 (67). (Q FRPSDUDLVRQ FHOXL Gt
SUpVHQFH GTKpSDULQH QRQ |1UDBWX RXJ63)p iaistsaghvartge OH ): D
O71$7 HVW SOXV FRQFHQWUpH TXH OH FRPSOH[H 3= =3, GDC
fois plus),on peut en déduireT XH OYLQKLELWLRQ @bysiptdgiqiege it WXDW L
SULQFLSDOHPHQW SDU Of%$7

Figure9 OpFDQLVPH GYLQKLELWLRQ GHV VHUSLQHYV
La serpine forme un complexe aeylzyme avec la sérine protéasde(), puis la boucle
UpDFWLYH MDXQH VILQFRUSRUH DM la&/pidiéas€s®). IHXLOOHW

,O D DXVVL pWp PR Qadfitepe X H HON KDpFSpWILgWH O TLQKRIELWLRQ
(70) FH TXL QYHVW SDVSWAINGIOHPUWH @WDXIQI) IMX GX =3, | OfK|
poursa purification a partir dplasma(56). /1L Q W H seldit\AlLriRreau des hélices C et D
du ZPletnfLPSOLTXH SDV NtBrmBH{RY)LCtt® pote@tidlisation de la liaison
GX );D DX =3, SDU OfKpSDULQH UHTXLHUW DX PRLQV XQL
SUpVHQFH GX SHQWDVDFFKDULGH HW VYDFFHQWeXH DYHF
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KpSDULQHV GH EDV SRLGY PROpFXODLUH QIDFFpOqUHQW O
GIXQ IDFWHXU DORUV TXH OfKpSDULQH QRQOLUBFWLRQC
SUpVHQFH GfXQ VLWH GH ILIDWLRQ SRXU OfKp Siiates QH VXU
tapissant les cellules endothéliales, suggere que le ZPIl peut inhiber le FXa circulant
VIipFKDSSDQW GDQV OD FLUFXODWLRQ VDQJXLQH $LQVL
VXUIDFH GHV SKRVSKROLSLGHYV JU kK FzPI pudet MdphDlipiddsP HQW C
mais aussi le FXa libr@g=igure 10.

Figurel0: 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 deFZ interagit avec celui du FXa, potentialisant ainsi
OLQKLELWLRQ GX );D SDU OH =3, /H =3, DXVVL SHXW VH
surface des cellules endothéliales et inhiber le FXa qui se serait échappé dans la circulation
(72).

Les phospholipides&@ DQW XQ GHV FRIDFWHXUV LQGLVSHQVDEOHV S
LO QYfHVW SDV VXUSUHQDQW TXH OfR[\GDWLRQ OLSLGLTXH
RI[\GDWLI D O Whikithce@y DPF gvivexsLaNFgaDe facon surprenantefIDQD O\VH G X
mécanisme par XDQJ HW FROO nilieB BUgfi®, lepZPT defiddinQinant (rZPl) peut

se lier aux PL oxydégia VRQ VLWH GH OL [/BVIR R foéfnkuyns BvedI€3 L

oxydés est incapable de se complexer a@® 3= H[SOLTXDQW OPBX&R&WH G{D
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FRQWUH HQ SUpVHQFH GHM/B=ORBLEGRRpSXUERHDX¥XHW/ R[\G)
observée, et de mém@ ILQWpUDFWLRQ HVW PRLQV pY(U®H®@WH DYHF
donc prolable que ce phénoméne se produgementdans des conditions physiologigues

mais est a prendre en compte dans des conditions physiopathologiques, notamment en
SUpVHQFH GHX® GHDX3,pO XL DORUV QTHVW SOXV SURWpJp S
la concentration de PZ est plus faible que celle du ZPI.

Inhibition du FXIlapar le ZPI

Le ZPI peut aussi inhiber le FXla mais cette inhibition ne nécessite pas la présence des
cofacteursprécédemment cités3= FDOFLXP HW SKRVSKROLSLGHV HW Q
le KHPM. Il ade pluspWp PRQWUp TXH OfL QKL EstWiERIE & XrdseizeSDU O
de3= SUREDEOHPHQW HQ UDLVRQ GTXQ FHKbénddhbremeWw DO OR'
VWpULTXH &RPPH SRXU OfLQKLELWARQQGHXVWDSIIWH WRPEO
clivage du ZPI esbbservé faisant passer sa massééculaire de 72 a 68 kja2).

/K p S Dndri. feaktionnée 8 P/ SRWHQWLDOLVH OfLQKLE2ZSWLRQ G.
VHFRQGHV YV VHFRQGHV HW YV (62). LGMWQRKERWALW QLE
GH OfLQKLELWLRQ GX );,D SDU OH =3, HVW GH “ PRO
et 6,1 +0,4 mol ZPI/mol FXla en présence de polysacchari@iéy Le ZP| pssede une tres

forte affinité pour leFXla par rapport aux autres serpines plasmatig(iesbleau 1),

cependant, la concentration plasmatique dued®beaucoup plus faibtpie ces protéinese

qui signifieque dans le plasm@nfibition du FXla seraide la méme importance celleesd

autres serpines. Par contre, son activité inhibipigerrait étreimportante pour un coréfe

ORFDO GHIWFXR.FWLYLWp

Tableaul &RQVWDQWHYV ¢AaLRXK pladnAtiqik@ar les serpines.

Cl-inh ZPI AT AT + Hs

K (FXla)o® (M*sh 1,6 +0,1 440 + 20 0,3+ 0,04 1,1+0,1

La Ki a été détermiregapres incubation du FXla (6 nM) avec le Cinh (50400 nM), ou le
ZP1 (1050 nM), ou O D QW L WKTJ FOB-BEOD@ M) + pentasaccharide {H2 uM)
pendant 3 a 140 mir4).
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Inhibition du FIXa

En 2005,Heebet coll. ont décrit que le ZPI peut inber le FIXa dans le complexen@se

(75) PDLV FH UpVXOWDW QYD SX r\altdséduides/QuUBIGUEDarihéeés FR QI L L
plus tard, Rezaieet coll. ont démontré & particularité de la koucle 3% du FIXa,
significativementmoins acide que celle du FXee quilimite son inhibition par les serpes,

indiquaQW DLQVL TXH Of$7 HVWsidbgique HIX OIXa(THK CEdi W BtX U S K
confirmé en produisanK QH FKLPqUH G HzZRI-AT HY la®fiklkeréactive du ZPI

ayart été remplacée par celle de 1 $ 7%ffét inhibiteurde cettechiméresur leFIXa a été

étudié: comme attendusetie chimere inibe le FIXa en milieu purifie,ependanelle QD SDV

G 1 H suHWY temps de céphaline avec activatear,malgré sa facult& inhiber leFIXa, le

ZPI-ATP*23 est rapidement clivé par le FX(&f ZPIsubstrat suicide du FXI&7).

c) Le complexe PZZPI

Complexe éguimolaire

La PZ circule sous forme de complexe équarel avec le ZPI dans le plasma tomplexe

PZ-ZPI peut étremis en évidence pathromatographie par gel filtration du plasma, au cours

de laquelle la séparation des protéines se fait en fonction denksgemoléculaire. De la

méme facon, les protéines purifiédsPZ etde ZPI peuvent former un complexe aprés 15
PLOQXWHY GILQFXEDWLRQ FHFL QH QpRFBY SatharbqusvchézZ. FD O F
OfT+RPPH OH =3, pdMappditdlaHPEE tp\te la PZ est mplexée au ZP(78).

Cette forte affinité entre la PZ et le ZPI est aussi retrouvee lehsouris, le complexe PZPI

SHXW rWUH REVHUYp VXU FKURPDWRJUDSKLH SDU H[FOXVLF
exces chez la souris, entrainant ainsi la présence de PZ plasmatique libre (environ 65 % de la
3= WRWDOH HW aQdidity WZPIL2DAWEZB)Q GH O

Sites G 1L Q Wibitiie RWZ & le ZPI

Deux équipes ont déterminé par cristallographie la structure du complex®PB1) (67).

Ces résltiats ont montréque les molécules d&PI et PZ sont liés par trois liaisons ioniques

formées par 10 résidus, 6 étant situés sur la PZ (H250, D246, E244, R350, R298, et H210) et

4 sur leZPI (K239, D238, D74, et D293jnais aussi par des liaisons hydrophobese les

résidus L353 dda PZ, et Y240 et M7Hu ZPI (Figure 1). Par la suite, Huangt coll ont

identifié la présence aeUpVLGXV GX =3, FUXFLDX[] SRXU FHWWH OLDL
GRPDLQH (*) GH OD 3= 7RXW GYDERUG H @cédemménQaty OHV |
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LPSOLTXpVY GDQV OD OLDLVRQ DYHF OD 3= UHPSODFHPHQW
premier tempwérifié que lesvariants du ZPhvaient conservieur capacité a inhiber le FXa

et FXlaen absence de PZ. Puis dans un deuxiéme teiapent observés que les variants
D74A/D293A et D293A perdaient completement leur liaison a la PZ, la mutation Y240A
induisant uneSHUWH SDUWLHOOH GH OD OLDWVBRV GHYPBRWWH
OTLQWHUDFW brR@nAu=gue3seuleemt deux des 6 résidus du ZPI impliqués dans

sa liaison a la PZ sont cruciaux pour la formation du complexMRZ les résidus D293 et

Y240. La prodution de chiméresde PZet®®& D PRQWUp OJLPSRUWDQFH GX (

la PZ dans sa liaison au Z80).

Par FULVWDOORJUDSKLH LO D pWp FRQFOX TXH OD SRWHQW
ZPI sur le FXa résultait simplement2 G{XQ UDSSURFKHPHQW VSDWLDO SEC
les phospholipidegia son domaine Glg1). Cependanten 2010,0 D G GLW DRI XRUR SKR
sur différents sites du ZRI permis de montraque la liaison a la PZ induit une modification

conformationnelle du ZPl au niveéa GH VD ERXFOH UpDRK&8W)LYH HW GH OfKpc

Figurell: 6LWHYV GfLQWHUDFWLRQ HQWUH OD 3= HW OH =3,

(A) Représentation du complexe PZ/ZPI avec le ZPI en violet et sa boucleadREL) en

jaune, la PZ en ble et ses domaines EGF en rouge et marron. Les 3 acides aminés qui
FRUUHVSRQGUDLHQW j OD W UJpbt€ade BISRYCsoW kepoesemEs X QH
Lys178, Asp221 et Asp313. BLWHV GILQWHUDFWLEBQ HQWUH OD 3= HW
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Une autre étude structurale a montré que la PZ se dissocie du ZPlaafvéwation du

complexe ZPIFXa (80). Cette observation était prévisible puisque le ZPI clivé par le FXa ou

le complexe ZRFXa re sont pas capables de lier la (8B), ce qui suggére que la PZ est un
FDWDO\WHXU UHF\FODEOH GH OD UpDFWLRQ GYLQKLELWLRQ

d) Relevance physiologique

In vitro O YDV VRFZIMD \WaRE) la3fermadn 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
OLHX GX )9 OfHIIHW LQKEZELMBDXYIDE XCHRPIFHOWH[AH3IFXL LQGL
du complexe PZ=3, VXU OH );D LQWHUYLHQW DVVH] W{W GDQV OD

facteur V et la formation du complexe prothrombingg).

Souris déficitaireaen PZ et ZPI

Pour comprendre la relevance physiologique de la PZ et du ZPI dans la coagulation, des
souris déficitaires en PZ ou ZPI ont &énérées. Ces souris sont viables et ne présentent
aucun trouble en absence de facteurs de risque externe. Il est constaté toutefois une
augmentation discréte de mortalité intt&rine chez les souris déficitaires en Z#1,82) Le

déficit en PZ ou ZPI est associé a une aggravation de la thrombose dans deux modeles
classiquement utilisés chez la souris, soit par injectiorFdeO O D J q Qédnalidé\soi® [§ad G
application dechlorure ferrique (FeG@), ce qui conduit respectivement a une embolie
pulmonaire entrainant la maogt a une occlusion des arteres carotidier{fRégure 12)(81).

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

En combinaison avec le IMgen le déficit complet en ZPI (ZPl KO) est plus sévque le

déficit complet en PZ (PZ KO). Les souris EMe/PZ KO meurent dans les 6 semaines apres

leur naissance, tandis que les sourisaM, /ZP1 KO meurent aussi bien au cours de la
JHVWDWLRQ TXYfHQ SpULRGH SpULQDW DeCéHune bdadulaibpHV G H X
intravasculaire ou a une hémorragie faisant suite a la consommation des facteurs de la
FRDIJXODWLRQ UpVXOWDQW GTXQ G({ameaw2)glh UpIJXODWLRQ
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Figure12: (IIHW GIXQ GplILFLW HQ 3= RX =3, VXU OD PRUWDO|
FROODJqQH HW GYDGUpQD @GdanQe chibrurk erriuelsuiod Bassde L F D

(B).

WT: souris «sauvage»; KO VRXULV GRQW OH JqQH D pWp GpOpWp /
GIDGUpQDOLQH HQWUDVQH XQHorHdE RGDNVH /FOCBRQDBDWH RK)
chlorure ferrique conduit & unecclusion des arteres carotidienn@).

Tableau2 : Comparaison des fréquencegénétiques de souris déficitaires en PZ ou ZPI
avec des souris FVsigen )9

La fréquence des génotypes a été étudiée soit a la naissance, soit a 6 semaines.
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Il - Le systemePZ et ZPI en pathologie

1) Valeurs de référence chez le sujet sain

La concentrabn plasmatique de la PZ a une large distribuébde plusune différence entre

les valeurs moyennes dans différents pays est conglabkeau3). Sachant que la plupart

des études util@ent le méme kit commercial pour doser la PZ (dosage immuupiegi
Asserachrom Diagnostica Stago HIFOXDQW DLQVL OfK\SRWKgVH GTXC
méthode dedosage, cette différence sugge®BRQF XQH GLIIpUHQFH VHORQ Of
Ainsi, il a été observéT X XQH SOXV IRUWH FRQFHOQWretbWdeRI@RzSODVPI
les afreaméricains comparée aux caucasigrrs 0,0005) (83). La concentration plasmatique

de PZne semble pas présent& H Y DULDW L R4Y), BauHdan©yhke Jtude ou une
corrélation négative a été repor{&d).

Tableau3: Taux plasmatique de la PZ chez des sujet DLQV HQ IRQFWLRQ GH
géographique.

Pays Nombre | PZ (ug/mL
McQuillanet al. (85) Australie 186 1,16
Steffanoet al. (86) Uruguay 36 2,71
Vasseet al.(87) France 88 2,29
Kobeltet al. (88) Suisse 192 15
Cesar et al(89) Italie 352 1,74
Lopaciulket al. (90) Pologne 100 1,64
PardosGeaet al(91) Espagne 82 2,44
Oztirket al. (92) Turquie 24 1,41
Hinterleitner etal. (93) | Allemagne 68 1,99

De méme, la plupart des études nentiomnent pas de différence selon le sexe, mais dans
TXHOTXHV pWXGHYVY OD FRQFHQWUDWLRQ SODVPDWLTXH GH
la femme(94) (95), ou inversemen(o6) (Tableau 4) Le taux plasmatique de PZtdaible

chez le nouveané (47) (97), surtout chez les prématurés ou ceux dont la meéere a eu une pré

éclampsig98).
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Tableawd : Comparaison des taux plasmatiques de PZ chez des hommes et femmes
dépourvus de pathologie.

Nombre (H/F) | [PZ](ug/mL) Hom[rzgl(“gl ”ggmme P
Hvs F
Santacroceet al(94)| 100 (41/59) | 1,36 +0,61| 1,54 + 0,70 1,24 £0,52| 0,035
Raviet al. (95) 200 (100/100)| 1,42+0,5| 1,50+ 0,53, 1,35+0,46] 0,03
Fediet al.(99) 265 (219/46) | 1,73+0,59| 1,69+06 | 1,91+0,48 0,004

/IH WDX[ SODVPDWLTXH GH 3= VIHIIRQGUH DSUqV XQ WUDLW
la warfarine éntre 1 et 16 % de la normale). La durée nécessaire pour obtenir cette diminution
dutauxde PZD SHUPLV G {p YDe@Xmitbn\2[2 33ddBIL).

/ID FRQFHQWUDWLRQ SODVPDWLTXH GX =3, HVW SaH OfYRU
FRQFHQWUDWLRQ SODVPDWLTXH HVW IRUWHPHQW FRUUpPOPp
la warfarine, le taux de PZ chute et une diminution du taux de ZPI est aussi cordtasee

TXH FHWWH SURW pL QidéggiddnteNs S D §fétvdy Waddrrie@, He taux de PZ

est restauré et de la méme facon, le taux de ZPl augmente proportionnellement & celui de la
PZ (figure 13) (100), ce qui suggere que le taux BZ affecte la concentration plasmatique de

ZPI, soit au niveau de sa sécrétion, de sa localisation ou de sa clairance. Cette corrélation est
aussi retrouveée chez la souremy effet chez les souridéficitaires en PZ ou ZPlune

diminution de la protéine partenaire est constatdez les souridéficitaires en PZ le taux

de ZPl est de 76 + 12 % et chez les sadéfcitaires en ZP| le taux de PZ est d&7 + 12 %

GH FHOXL G sd@atjel/de réhhe\for@ génétiq(@l).
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Figure 13: Variations du taux (en pourcentages) de PZ et ZPI pendant et apres
traitement a la warfarine.

Les points noirs représentelats valeurs mesurées en absence de traitemenvitantiine K,
alors que les points blancsorrespondent auxaleurs observées sous traitement par
warfarine (100).

2) Variations physiopathologiques

Quelgue<ttudes ont été menées pour analyser la variation du taux plasmatique de la PZ dans
diveres maladies, essentiellement dans les thromboseseliete et veineuse et en
obstétrique Par contrdres SH X G § p WaXaBysBés Rigx\pasmatiques &I, sans doute

HQ UDLVRQ GH OYDEVHQFH GH WURXVVH FRPPHUFLDOH

a) Dans les maladies hémorragigues

Initiallement, la PZ a été décrite comme favorisantlisason de la thrombine aux
phospholipides, ainsi quelques étuded analysé le taux plasmatique de la PZ chez des
patients avec des saignements non expliqués. En 1995, kétakidbees et Matthes ont

rapporté une faible concentration plasmatique de PZ 8Bepatients avec des problemes
hémorragiques (hématomes, saignements-poStpUDWRLUHY VDLJQHPHQWYV D
tranchant, augmentation des saignements menstruels chez les femmes, saignements apres
OfH[WUDFWLRQ GTXQH GHQWténoR RISADUY/mM/s2,68QEMERS X ODW LR
0.001). De méme, en 1998, un taux plasmatique faible de PZ a été observé chez les hommes
avec des problemes hémorragiques comparé aux ténpmg,04), sans que cela ne soit

retrouvé chez les femmé@sigure ¥) (95) 3DU FRQWUH XQH DXWUHNPWXGH Q
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différence sur le taux de PZ ché&b patients avec des saignements sans cause apparente

comparé aux taux de PZ chez les tém¢{lod).

Figure 14: Concentration plasmatique de la PZ chez des patients avec des problemes
hémorragiques.

Un score de saignemengui attribue 0, 1 ou 2 points selon la localisation du saignement
(102) a été attriubué aux8 patients analysés21 avaient une suspicion de tendance
hémorragique (score-2), 15 avaient une tendance hémorragique anormale (score 3) et 12
avaient dehémorragies sans équivoque (score >4). Une diminution significative du taux de
PZ chez les patients de sexe masculin a été congiatéapportaux témoingp = 0,04)(95).

En 2018, Hinterleitner et coll. ont associé un déficit en PZ a une augmentation des risques
KpPPRUUDJLTXHYVY SRVWRSpUDWRLUHYV ,0¥sReré/ORIE¥HAYp TX
des patients qui ont eu des complications hémorragiques (hémorragie sévére, nécessitant une
transfusion sanguine ou une intervention chirurgicale pour contrdler le saignement) avaient un
faible taux de PZ (<1,5 pg/mL), contre 23,5 % degsatients opérés sans complication
hémorragique = 0,019. lls en ont concluTXfXQ GplILFLW HQ 3= HVW XQ IC
hémorragique(93). & HSHQGDQW LO VIDJLW GIXQH pWXGH UpWUF

connues.

b) Dans lapathologie thromb@mbolique

Une premiére éide menée par Vasstcoll D PRQWUp TXTLO \ DYDLW XQH DX
fréquence du déficit en PZ (< 1 mg/L) chez des patients jeunes (médiane = 36 ans) ayant eu

un accident vasculaire cérébral (AVC) ischémique, sans autre facteur de risque iddorsfié,

TXYLO QYH[LVWDLW SDV XQH [heifes paiedtaravdt QneSthtor@bbse U p T X
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veineuse. Cette étude a été réalisée en France sur 16fgagient eu un AVC ischémique et

88 volontairessains.La concentration moyenne de PZ était phiblé chez les pgents ayant
développés un AVC. & ailleurs, 19,5% de ces patients avaient un déficit en PZ, contre 5%

des sujets sain@-igure 15) (87). Cependantges études ultérieures ont monti&s résultats
contradictoires, notamment celle réalisée par Kobeltoll. en Siisse, QT REV has¥iB Q W
différence entre la concentration moyenne de PZ chez 125 patients ayant eu un AVC
ischémique comparé a 192 témoiAal contraire,LOV R QW &k QUgDaktidnXde la
concentration d®Z était un facteur de risque pdarsunenue df$9& LV FK (BB)LJex H
UpVXOWDWY FRQWUDGLFWRLUHV SHXYHQW VIH[SOLTXHU H
inclus dans les études et le choix des groupes contrbéles (personnes saines, age et sexe), le
momentdu prélevement (en phase dXs GH OYpSLVRGH LVFKpPLTXH RX |
PRLQV PRLVY DSUqV OYDFFLGHQW LVFKpPLTXH HW OD SU|

athéromateuses).

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

Sofi et coll. ont réalisé une métanalyseregroupant2054 patients atteints deathologies

artérielles (contre 3033 controles), et 1297 patientc des thromboses veineuses (contre
FRQWU{OHV ,0 D pWp PRQWUp TXTXQ GpILFLW HQ 3=

maladies thrombotiques artérielles (OR 2,67, IC 93%6-4,48,p = 0,0002), ce qui inclut les
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AVC ischémiques, les syndromesa@oariens aigus, les maladies coronariennes chroniques et

les maladies vasculaires artériel{Egurel5).

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

En 2016, une étude menée aux Efdtdis sur 239 patients ayantrgsenté un AVC
FU\SWRJpQLTXH LVFKpPLTXH FRQWUH FRQWU{OHV QYD
GX WDX[ PR\HQ GH 3= HQWUH SDWLHQWY HW WpPRLQV
plasmatique élevée de PZ (> 2,5 pg/mL) était plus fréquentelebezijets ayant présenté un

AVC ischémique (OR=2,41, IC 95 %l,344,34,p=0,003). lls ont également analysé les
polymorphismes du geneR®Z chez leurs patients et ont obsequée les polmorphismes

G79A et A13G étaient associés a un taux plasmatiquefghle de PZet moins représentés

chez les patients ayant fait un AVC cryptogénique. Toutefois, leur série de patients a été
FROOHFWpH VXU XQH SpULRGH ORQJXH RFWREUH j VHS
pas eu de suivi, ce qui ne permet p@TH[FOXUH GHV pSLVRGHV GH ILEU
transitoires. De plus, il faut noter que les patients avaient des facteurs de risque clairement
LGHQWLILpV GY%$9& FRPPH XQH K\SHUKRPRF\VWpLQpPLH O
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O07%9& XQHeéraa\(X2,R 34 des patients) ou étaient fumeurs (14,1 % des patients)
Enfin, il faut noter dans leur populatiom taux élevé de foramen ovale (58,6 % des patients
contre 23,4 % dans la population témgir, 0,001)(104).

Dansla métaanalysede Sofi et coll.il a étéégalementF R Q F O X Tick BX Y &aidussi

un facteur de risque de maladies throrelaboliquesveineuses (OR 2,18, IC 95%9d,19

4,00; p= 0,01) (103) Inversement LO D pWp PRQWUp GDQV OD 7URPYV
DXJPHQWDWLRQ GX WDX[ GH 3= pWDLW XQ IDFWHXU SUpGL
embolique veineux105). Cesrésultats sont trés surprenants et sont expliqués par les auteurs
FRPPH pWDQW SRVVLEOHPHQW G€V j XQH FRPSpWLWLRQ H

inhiber le facteur Xa.

Concernante ZPI, seulementleux études ont été réalisées pour analyser le taux plasmatique
de ZPI chez des patients avec des thromboses veineuses ou artgaielési5). Il a été
observé TXTXQ WDX[ IDLEOH GH #e8r, dS igxietiBthrdmbrdselErigkeQcd D F
TXL QYHVW ddthobosé izivie@dD0,106) Ces résultats rappelent ceux obtenus
DYHF OD 3= G %8ajOd@HaXP2/eOles @mes patients aboudi 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 2P PZ

(T’/P) | ORE5%IC) p | ORE5%IC) p

Pathologie

Thromboses veineus€$00) 426/471 | 0,8 (0,51,2) ns 1,3 (0,92,0) ns

Thromboses artériellel06) | 95/190 | 2,4 (1,35,5) | 0,03 | 5,4 (2,213,5)| <0,0001

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

c) Au cours de la grossessermale ou pathologique

Au cours de aJURVVHVVH XQ pWDW GYK\SHUFRDJXODELOLWRPDP
sdagnement,did aune augmentation des facteurs de la coagulation (fibrinogene, FVII, FVIII,
); )DFWHXU :LOOHEUDQG« HW XQH G LdteQcdéMheRaPSEHY SURW

Le taux plasmatique de la PZ est corrélé tatme de la grossesse, une augmentation
significativedu taux de P2st observée a partir du second trimestre de grossesse et continue
GIDXJPHQWHU MXVTXKLOT7) 0§ &dpréposE Kud dit€awgmentation compense
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OYDXJPHQ@WIXWd RXQ0& /TDEHSQIDXIPHQWDWLRQ GXe®wiDX[ GH
cours de la grossesshez des patientes avec une hypertension ou un diabéte associés a leur
JURVVHVVH RX GRQW OfHQIDt@GableR X QaisSdnteGavét® QrdposE DO H P
comme marqueur dpathologie bstétricale(109) De méme, une amgentation du taux
plasmatique d&PI a aussi été remargueppelant la corrélation des taux plasmatiques des

deux protéinegFigurel7) (107).

Figurel?7: Variations des taux plasmatiques de PZ &IPI au cours de la grossesse.

A et B: grossesse normale, C et:emmes 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 témoindemmeson enceinte$T) et n= 134femmes avec déausses couclserépétées

(P) (107)

'‘DQV OfpWXE&lHdoliGud deéficit ¥n PZ est assé a des fausseouche récurrentes

entre 10 et 15 semaines deRQ)W VHV VH F pasTieXdas Q¥ed \és\fausseaicha plus

précoces (anoins de 8 semaines de grosseg&&p) Ceci pourrait étre duD X IDLW TX{XQl
diminution dutaux d®Z HPSrFKH OfLQYDVLRQ GX W ppRaEsR&abtY WH SD
TXTXQH IRUWH FR Q§tobwde BumivéaQdeés Mill@sités trophobipsts(111)
"{IDXWUHV FRPSOLFDWLRQV REVWpW UL &&® v reRIPARIH XQH
développement intratérin, une pré&clampsie, un HELLP(Hemolysis, Elevated ier

enzymes, Low Platelet counsyndrome ou une fausse couche sans cause apparente ont été
mortrées par différentes études (tableaul®).métaanalyse de Sofet coll. confirme cette

forte association entre un déficit en PZ et les complications obstétriCdkes4,17 IC 95%:

2,31-7,52,p < 0,00001)
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Tableaubs : Déficit en PZ et complications obstétricales.

Caractéristiques de la Protéine Z
population
Pathologies Ethnie Nombres| Moyenne | Patients | Témoins p
(Patient/ | G fi& de
témoin) | gestation
Grisetal, | PRUW |1°W D Q Caucasienn 200/200| 10-19sem NR 2,08 <10*
2002(110)
Grandone |mortf°WDOH S 124/60 | <14sem 1,37 1,43 ns
et al, 2004/ a répétition
(112)
Bretelleet |préeclampsie Caucasienn 29/34 31sem 1,75 1,63 | 0,23ns
al., 2005 _retard de croissancg 25/34 32sem 1,79 0,041
(113) intra-utérine
Mort intra-utérine 16/34 28sem 157 0,0031
Paidasst |préeclampsie, Hispaniqug 106/103 1* 2,01 2,34 | <0,024
al., 2005 |saignement, 57 % trimestre
délivrance Caucasien
(114) prématuré 27 % 2°me 1,47 1,98 |<0,0001
Asiatique trimestre
14 % 3 155 | 1,93 |<0,0002
trimestre
Erezet 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*™| 2.12 2.39 0.008
et al, 2007| prématuré trimestres
(115)
Topalidou | PRUW [°W D ({ Caucasienn 51/47 | 812sem| 1,28 1,97 | <0,001
et al, 2009 | a répétition (n=2 oy
(116) 3)
Kaygusuz | HELLP syndrome Arabe 29/25 NR 0,86 1,73 | <0,001
et al, 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 éiminué et associé guolymorphismé&79A
et 2 autres polymorphismes302473 ets3024731qui ont étémontrés comme facteur de
risque de fausses couches a répétitdR.: non renseignéas: non significatif

/ID SUpVHQFH G fHZQ@ ¥galénrebt 8¢ abs@aNal cours de la grossess@p WX GH GH
Gris et coll. aobservé, chei71 femmesavec S H U W H Va répetDidd e pr&clampsies
sans autres anomalies declaagulationR X G fibHunite, XQ WD X[ pORZY(lwGGIDQWL
HW RX ,J0 SDU UDSSPRAWzOX faningg sénf Rapnylitations obstétricales

S ,O QY\ DYDLW SDV GH FRUUpODWLRQ HQ®WZUH OH W
sauf dansun sousgroupe de femmes ayant eu desiSsesouches récurrente®u une
FRUUpODWLRQ LQYHUVH pWDLW SUpVHQWH HRAN11Y} OH WD
Malgré un traitenent par enoxaparine, il a été décrit une évolution de grossesse moins
favorable chez les patientes ayant un déficit en PZ ou des anticorf®Zantie chez les
femmes ayant une autre arali|@ de la coagulation (mutation 1l ou V Leiden hétérozygote,
déficit en protéine 5(120) &HWWH DVVRFLDWLRQ anti@gakps BntiXZQet W D X[ p(
complications obstétricalesétéconfirmée par G I DXétideg21), (122) AXFXQH pWXGH Qf
observéde corrélation entre un déficit en PZ et un tau@ @Y p GriyD DNPL. FCRtte
absence de corrélationggereTXH OD S UpVHQ F HPLIfnedaibhdtithbaBty d® Q W L
laPZ. $LQVL XQ GplILFLW HQ 3= RX OD SUpVHQFH GTXQH IRU\

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

d) Syndiome des antiphospholipides (SAPL)

Le SAPL est ine maladie auttmmune caractérisée par la survenue de thromboses artérielles

etfou veineuses, souvent associée & gerts |°W®H @elirrentes éventuellementune
thromERSpPpQLH PRGpUpH HnficoPDanBihpsphtdlpieés (&PI)e termeaPL

reg)pRXSH XQH ODUJH IDPLOOH GYDQWLFRUSY UHFRQQDLV'
(anticorps anticardiolipine aCL) ou nelgréanticorps antiphosphatidyléthanolamiaE),

ainsi que des protéin@ssociées a ces phospholipidesces protéines seujemtamnent les

anticorps anti , glycoprotéinel ,GPl), les anticorps amprothrombine,-protéine S,-

annexin V, ou -FXIlIl (123) Ces aPL peuvent étre détectés par des techniques
immunologiques type ELISA, ou paesl tests de coagulation, appelés alors anticoagulant
lupique.

Un tauxfaible de PZa été dérit chez ds patients ayant des alP&6), (124), (125)tandis que
le taux de ZPIQefait pas différententre mtients ettémoins(125) Le déficit en PZ est
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principalement retrouvé chez les patients avec des antilerdgiupiques, avec ou sans aCL

(86). De plus, il a été montrd X fHQpVHQFH*&TBYWAAPBQKLELWLRQ GX );D
complexe PZZPI est moins efficace. Comme aucunteraction directe entre aPLBEZ Q D

été mise en évidence, les auteurs suggerent que cette interférence résulte de la compétition

H Q W&PHaPL et PZZPI a sefixer aux phospholipidedinsi, la présence simultané® D 3/

HW GIXQ GplILFLWaH@QH3=UDXTRHQMBYRLU XQH WKURPERVH
(125).

Sailer et coll. chez102 patients avec des anticorps antilupiques persistants a évalué la
I[UpTXHQFH G{BbXXxXWIBERRHUBXIPAWWDWLRQ VLIQLILPFDWLYH GH
type IgM par rapport a une population témoin sansdumticoagulant a été obser@26).
Contrairement aux anticorps antiGPI ou aCL, la présence des anticorps-éatt QTHVW SDV
associée a un risque thrombotique accru. En 2018, S\ & H pWXGH D pYDOXp OH W
antr3= FKH] SDWLHQWY DYHF D&/ HW D PRQWUp -RQH IUpTX
,J* HW ,J0 FKH] OHV SDWLHQWV FRPSDUpV DX[ FRQWU{O
SUpFpGHQWH LO QY\ BNMDHOWSBIVO®H | G TMHIGHAthezHesO 1D QW L
patients avec ou sans épisode thrombotique, par contre sur les 8 femmes avec une perte
I°WDOH GIfHQWUH HQ@XAY DYDLHQW GHV DQWL

En 2016, ue étudea observégue le polymorphisme G7984e PROZ, qui est associé a un

taux plus faible de PZ,pourrait étre « protectewr envers le SAPL. Seulement 20 % des
patientsavec un SAPLétaient hétérozygotes pour le génotype (GA) (n = 60), contie%6
desFRQWU{OHV Q HW XQH IUpTXHQFH SOXV IDLEOH GH «
compmrés aux contrélep (= 0,00 (128), sans que toutefois un mécanisme ait été proposé.

e) Inflammation

In vitro, la synthése de PZ par des hépatocytes en culture ne semble pas étre influencée par la
présence de cytokines pimtflammatoireg129) WD QGLV T X He®l (i€ éyRNAAB® WL Q
OD IDPLO @Haugriene@ fa sécrétion de B&ulenent sur les capillaires dellules
endothéliale¢55).

Une variation du taux plasmatique de PZ a éécrite dans certaines situations
inflammatoires, mais les études sont contradictoies 1999,une premiere observation
associéune forte concentration plasmatique en6llou en fibrinogéne a un faible taux

plasmatique de PZ chez des patients attelatéymphome ou de leucémie aigii@30). La
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méme observation est faite en 2017, ou Gutwein et@ailmontré ua corglation négative

HQWUH O s avde RE chd, des patients auaanyélome multiple(r = -0,7, p < 0,01)

(131) Par contre, Cesari etltoont rapportéune augmentation du taux plasmatique de PZ (de

1,54 pg/ml a 1,91 pg/mlp < 0,04) trois jours apres urengioplastie coronair€l32) Les

morbidités des m@tients peuvenexpliquer en partie les conclusions contradictoires de ces
études, en effet la diminution de la PZ déshémopathieSHXW rWUH OD FRQVpPTXF

consommation faisant saif. unétat prothrombotique du patient.

Concernant le ZPIchez 98 patientesayant subi une ovariectomid, a été observéune
DXJPHQWDWLRQ GHV SURWpPLQHYVY GH OTLQIODPPDWLRQ FRF
une augmentation du taux de ZPldépendante du statut en oestrogefD X JPHQWDWLRQ G
concentréion plasmatique de ZPIl apreBKLU X UdiLt BDQIPRUUpPOpPH j OYDXJIPHC(
CRP ou du fibrinogéngl). InversemenDoatet coll ont observéine corrélation entre CRP et

ZPI1 chez des patients atteints clEnces digestifs(2). Le taux de PZ préet postopératoire
QMfpWDLW SDV VLIQLILFDWLYHPHQW GLIIpUHQW FKH] FHV IH

Il a également été observé une augmentation significatived(023) de ZPI chez 11 pexits
ayant un rejet aigu apres une transplantation rénale (augmentation de 1,23 fois par rapport au
taux basal, avant transplantatonFRUUpOp DYHF CGhu @B PDWLRQ GX

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 &tade avanc€l34) Comme il

HILVWH XQH UpJpQpUDWLRQ FHOOXODLUH ORUV GHV FLUUK
de Rasgl, homologue chez le rat du ZPI humain, caractérisé par sa capacité a augmenter

apreshépatectomi¢63).

Desétudes chez la souris gmermis de mieux comprendia relationentre taux plasmatiques

de PZ,=3, HW OfLQDamRP DIWe Re&G KDVH DLJXs GH OfLQIODPPDW
en injection souscutanée de turpentine, d été observéune augmentatiom J2du taux
plasmatique d&PIl aux environs d&75 % DORUV TXH OYDXJPHQWDWLRQ GX
PZ est plus tardive (J4) etodérée €175 %)chez des souris « sauvaged9). Cependant)

QT\ D SDV GIDXIJPHQ\WOWIRKG GHLOQMBFWLRQ Gles $8Xi®) SHQWL
déficitaires en ZPI (ZPKO), alors TXTXQH DXJPHQWDWLRQ GH =3, HVW RE
déficitaires en PZ (PKO) (figures B A et B). Le dosage des ARN montre une
augmentation des ARNm du ZP1 aprés injection de la turpentine sans madifabes ARNmM

de la PZ (figure 1&), ce quisuggere que I&PI est une protéine A® fLQIODPPDWLRQ H
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OYDXJPHQWDWLRQ GX WDX[ GH 3=RIbdn\Wugvhdritantis@®de@eN V XLWH
&HWWH DEVHQFH GIDXJPHQWDWLRQ GHV $51P GH 3= HC(
inflammatoires ou a des surnageants de monocytes stimulés par du LPS avait déja été décrite
par Vasse et coll. en 2082r la lignée hépatocytaire pi&2(129).

Figure18: Variations des taux plasmatiquesde PZ et ZPI aprés injection sousutanée

de turpentine chez des souris « sauvages » ou déficitaires (K&) 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 filmogene dans les hépatdes desouris traitées par turpenting9).

f) Dans le cancers

Dans une étudmcluant30 patients ayant une hémopattikeD OLJQH DXFXQHtéGLIIp U H (
relevée entre le taux plasmatique de PZ des malades compahéi des contr6leg130)

Dans une autre étudeir 80 patients ayardifférentes tumeurs malignes, une diminution du

taux de PZ até constatée chez des patierles plusfortes diminutions étantassociéesux

stadedes plus avancés du cancees auteurs ont conclU X XQ IDLEOHétitDnX[ GH 3=
criterede mauvais pronosti{d35)

Dansles cances digestis, DX GLDJQRVWLF LO QYD SiDepdtipn 8LV HQ p
ZPI1 ni de PZ, mais une absence de corrélatiinedes taux plasmatiques de ZPI et de PZ qui

pourrait étre expliquégar une production ectopiquee ces protéines par lallules
FDQFpUHXVHV GYDXWD Q ¥ét RitbX\We Thelds mabenEsR Webhis€oDBN L R Q
revanche, le taux de ZPIl était corrélé au tauxCGiP, suggérant un lien entre valeur

plagnatique de ZPI et inflammatid@).

45



'‘DQV OH FDQFHU GX SDQFUpDV XQH Vax Uikt dés\cHlulesQ GH C
tumoralesa été décriteet elle est plusnarquée pour les stadesetastatique (136) La
SUpVHQFH GH O 18&aus$lét&aotctest@d chezles cellules entérochromaffines et
neuroendocriniennes danssleas decancer gastrntestinal (137) De plus, des études
LPPXQRKLVWRFKLPLTXHV RQW SHUPLYV GYDIILUPHUsOD SUpV
decancerduseinPORUYV TXH OH WLVVX PDthHhasiBad8vVDLQ QTHQ FRQ\

La PZ et le ZPI sont exprimés a la surface des cellules cancéreuses, des cellules endothéliales

et desTumorassociated macrophag€3 AMs) dans le cancered poumors non a petites
cellules(140). Dans le cancer du cbélored ARNm du ZPI et de la PZ sont retrouvés dans les
FHOOXOHV FDQFpUHXVHV DLQVL TXTXQH FRORFDOLVDWLR
cellules cancéreuses et ddAMs (141) De méme, dande cancer gastrigueune
colocatisation de PZ/ZPI et du FA été mise en évidence a la surface des cellules
cancéreuses, des cellules endothéliales et des TAMs ainsi que les ARNm de PZ et ZPI dans

les cellules cancéreusgist2)

g) Polymorphismesnutationset phénotypes associés

Les polymorphismes identifiés de la PZ samdrrélésa une diminution de son taux
plasmatiqugTableau6). De ce fait, les analyses des polymorphismes chez les patients vont
dans le méme sensqueV HITHWYV G X @ & fitre, Famitatltd QG B3A a été décrite
comme associée a des complications obstétricales chez les femmes e(lcéR)t€L18) Le

polymorphisme G42A aussi été montré comme associé aukses | ° W (T4

Tableau6 : Impact des polymorphismes de la PZ sur sa concentratigolasmatique (145).

Polymorphismes  [PZ] plasmatique (pg/mL) p
moyenne = ®

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 ZPI, R6#8X W303X ont été particulierement étudiés depuis leur
identification ils induisent un codon stop au codesla traduction de la protéine. Les auteurs

ont supposésd X I XQH H[SUHVVLRQ GH VHXOHPHQW GX =3, VHUI
hétérozygots pour ces 2 polymorphismesVDQV TXIYDXFXQH pWXGH QYD SRXU
le taux de ZPI plasmatique chez ces patist$

Les premiers résultats, obtenus chez gatients avec des antéegts thrombeemboliques

en comparaison 250 témoins, ont montré une association degeolymorphismes R67X et

W303X du ZPI et le développement tieombose veineuse profon(EVP) (58). Par contre,
JDEEUR HW FROO d&Ji$iRHQQW S BDIVFWVY R SRO\PRUSKLVPHV HW
dans une cohorte de 183 patiefii46) Finalement, une mé&nalyse comprenant 5 études, et
regroupanpreés de 5000 patients a conallO 1 D E V bisQoEibtioB §ntrkes polymorphismes

R67X et W303Xdu ZPI et TVP (OR 1,63; 95% IC 0,8416 et OR 21; 95%IC 0,294.98

respectivenen) (60).

&HV GHX[ SRO\PRUSKLVPHV GX =3, RQW DXVVL né&p pWXG
fréquence plus élevée de R67XV¢B03X a notamment été remarqaoez des femmes ayant

eu des fausses couches a répétition. Conlese fausses couches induites paes
polymorphismesétaientobservés SOXV WDUG GDQV OH GpYHORSSHPHQW
suggéré que le systeme PZ/ZPI airte des problémes de pérméabilité vascu(a#e).

Tableau? : Polymorphismes nucléotidiguegsingle-nucleotide polymorphism, SNRju
gene codant pour le ZPI chez les patients avec des faussmscbes a répétition.

Position du
SNP géene Allele | Contréles* | Patients* | p value| OR (95 % IC)
R67X 728 C>T C:T 14 (0,02) | 34 (0,06) | 0,003 | 2.66 (1.404.87)
W303X 1438 G>A G:A 12 (0,02) | 27 (0,05) | 0,014 | 2.44 (1.214.71)

*304 sujets sains et 288 femmes ades fausses couches a répétition ont été analysés, la
fréquence des polymorphismes est entre paren{thid3g

Il a également été recherchée association enties polymorphisme&67X et W303X du

ZPI et des thromboses de prothése valvulaieaicuneassociationQ D SDV n8s¢ enW UH
evidence Mais ces polymorphismesont raresseué une personne sur les 20 sujets étudiés
présentait R67X(148), par consquent un nombre plus conséquent de patients serait

nécessaire pour pouvoir concluen 2016, un polymorphisme nucleotidique a aussi été
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identifié avec le séquencage nouvelle génération (NGS)2&32310 puis étudié chez des
patients avec une TVQUisfHVW FRQFOXH SDU OMBEVHQFH GYDVVRFLD

lll - Interactions entre @agulation et inflammation

La coagulation HW O 7L Q hGsbnP BddxVdyRemes de défense comeféaires dans

O 1 p OL P L Quatbgéhs) laGiitation de leur infiltration tissulaire, et la restauration de

O T KR P p RI\éxste rieHorte intaxction entre ces deux systemed Q HIIHW OYLQIODPP
conduitj OYDFWLYDWLRQ GClés facRuisR& doaguiigrsdhespbigables de

OD SURGXFWLRQ GHanmmGonDWHXUV GH Of

1) Le systéeme immunitaire inné

Les cellules immunitaires et les cellules endothéliales ont des récepteurs nofattEsn«
Recognition Receptorss (PRRS), qui reconnaissent le motiPathogerAssociated Molecular

Patterns» (PAMPSs) a la surface des pathogenes, motif non présent chez les vertébrés. Cette
identification va entrainer la transduction du signal et ainsi la tg@trde cytokines, de
FKLPLRNLQHV HW DXWUHV PpGLIDW X PRRsGpéuveny la@ssO DP P D
UHFRQQDVWUH OHV PpGLDWHXUV GTXQH LQIODPPDWLRQ GL
par un traumame mécanique, unischémieou un stress environnementae sont les

« DangerAssociated Molecular Patterns (DAMPS), qui peuvent également stimuler la

réponse immunitairé¢l51) Le plus connu des PAMPs est le lipopolysaccharides (LPS) des
bactéries Gram négatives, et son PRR est Telldike Receptor de type 4 (TLR4). &
UHFRQQDLVVDQFH GTXQ FRPSRVDQW PLFURBHd4 H@n&edU OH
FHOOXODLUHY FRQGXLVDQW j OYDFWLY% DHWL R @ B >XS URESW H WU
cytokines inflammatoire€l52)

48



Figure19: 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 YRLH GX 0\G &HWWH YRLH YD HQWUDVQHU OD SKR
(5. -1. HW S FH TXL FRQGXLW j OD WUDQVORFDWLRQ G
AP-1 dans le noyau et finalement la sécrétion de cytokines.

2) [ fYramunothrombose

La thrombRVH HVW XQH GpYLDWLRQ SDWKRORJLTXH GH OfKpP
GIXQ WKURPEXV Edp3VLEBOND OB PHOTRFFOXVLRQ GX YD
Cependanti| a aussi été suggéré glaethromboseserat un processus physiologique, setva
GITHITHFWHXU L Q Widun@®V dqnh& H ce j rol® § physiologique est appelé
immunothrombose (4). Des mécanismes maldaires spécifigues constituent
OTLPPXQRWKURPERVH VXJJpUDQW TXH FYHVWh dédneStURFHV YV
FUXFLDO GDQV OfYLPPXQLWpPp LQWUDYDVFXODLUH SHUPHWMW

pathogenes.

a) /TH[SUHVVLRQ GX )7

/91 D F Wi deb bellures immunitairesSULQFLSDOHPHQW OHV PRQRF\WHYV
FRQGXLW | O ®HI & i SufacBFQ g retrouvé également sued microparticules
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libéréespar activatiorcellulaire(153,154) Le FT est le principal activateur de la coagulation

HW SHXW DXVVL rWUH H[SULPp SDU GIDXWUHV W\SHV FH
éosinophilespu encordes plaquette$155457). /f{DFWLYDWLRQ GH OD FRDJXOI
formation demicrothrombidans les petits vaisseawqui agit comme une matrice @npéche

OD SURSDJDWLRQ GH W09 H@Y\D \&(DBARK_BSJlapas nDriubitblires

vont V 9 D F F XdtXl€ndnd et les cellules endothéliales de laaictulation adopterdlors

un phénotype pradhésif(159)

Les protéases de la coagulationotamment le FVlla, le FXa ¢4 thrombinepossedent une
activité preinflammatoire en se liant a leurs récepteuBretease Activated Receptors
(PAR) présents a la surface des plaquettes, des cellules endothéliales et des le{tguptes

20) (160) La plus connue esD 1 L Q W HeldtkravhbiReavec PAR entrainant son clivage

et conduisant a la sécrétion de cytokines-pr@ IODPPDWRLUH VHRMRERiHSI O T,/
TXYj] OTH[SUHVVLRQ GHV PHR&tME ESEHNNG TAKIK YTAMRIQ La3
thrombine va ainsactiver effragiliser la barriere endothéliale favorisant sa perméalfiléé)

et activer les plaquettes.

Figure20: 5{OH GHV UpFHSWHXUV DX[ SURWpDVHYVY DFWLYpHV :
O flan@nation et la coagulation.

/I THISUHVVLRQ GX IDFWHXU WLVVXODLUH 7) DFWLYH OD FI
thrombine (lla).La thrombine active les plaquettes, clive le fibrinogéne, et en se fixant a la
thrombomoduline (TM) va activer laqiéine C,elleméme fixé a son récepteurH), pour

générerde O 1$3 & /mbiveg BdtiMRaussilesPAR1 et PAR4, tandis que le complexe TF

Vlla-Xa adive PARL et PAR2 (162)

50



b) LesNeutrophil Extracellular Trap$NETS)

Les neutrophiles peuvephagocytelles agerd pathogens et secréter des granules pour les

éliminer, ou encore libérer leur contenu nucléaire formé essentiellement des histones et des
I[UDJPHQWY GY$'1 &H GHUQ ur¢ tbrine deDQrt seRukhimiffotdnt HeaV
QpFURVH HW ,Germeétdlibdrefion Beg NETsst eppeléNETose.Les NETs sont
FRQVWLWXpV GH ILEUH GH FKURPDWLQHV HW GI{KLVWRQH
neutrophile, la myelopéroxydase, la cathepsine G et de peptides antimicrobiens comme la
défensine et athelicidine.Lors de sa mise en évidencka NETosea étéinduite par le

traitement des neutrophil@sarle phorbol 12myristate 13acetatg PMA) (163). Par la suite,

Galitres inducteurs ont été décrits, incluant les bactéragsleurs composants, les
champignonsles virus, les protozoairg, les SODTXHWWHY DFWLYpHMoOHY DXV

encore les fumées de cigardtté4).

Figure21l: ,PDJH HQ PLFURVFRSLH pOH F\alid ReQttophiléd foBratQ SR O\Q
des NETSs.

Le polynucléaire est représenté en rose, les NETs, colorés en vert, forment une toile
VIipFKDSSDQW GH OD PHe&EEFUDQH SODVPDWLTXH
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Les NETsjouent un réle crucialGDQV OD GpIHQVH GH OP&UneRQUtEPH GT>
antimicrobienne directe, en Bantaux bactéries a Gram positif et négatifen les éliminant
grace aux enzymes et peptidastimicrobiens a leur surfageet dAfDXWUH SDUW SD

mécanisme ocoagulant

- /1%$'1 FKDUJp QpJD Wwattived le IFQIWt drnidiXawWoie du systéme contact
Dans un modéle de thrombosetérielle chez la sourigapplication de FeGlsur
OfDUWQUH FDURWLGLé&® OHQ OHDIWVURSKILLD Higosep) LQMI
antiLy6G neprésentent pas de NETs a#tveloppent moins ddarombi par rapport
aux souris contréles. Lméme constat est retrouvé chez les souris ayant recu de la
'IDVH UHVSRQVDEOH GTXQ FO#6)YDJIJH GX UpVHDX GH 1(5
- Les NETs peuvent entrainer le recrutentubed plaquettepar fixation du facteuran
Willebrand, et les activer graesix histone$i3 et H4(167).
- Les enzymegdécorants les NETslivent et oxydent les protéines anticoagulantes,
notamment I&FPI et la thrombomodulin@58).

Figure22 5pWHQWLRQ GHV SDWKiRdmiQdeY SDU OJLPPXQ

JTLPPXQRWKURPERVH HW VHV SULQFLSDX[ DFWHXUV FRQV
OYRUJDQLVPH LQFOXDQW OD UHFRQQDLVVDQFH GX SDWI
SUPYHQWLRQ GiE)OJK {MQHY DIVL@WL TXH O 1D Fdaptavve HiguRQ GH O

adapté de Engelmann et collNature Reviews, 2018}).
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c) Les paquettes

La reconnaissance des platfes comme étant en méme temps un acteur important de la
FRDIJXODWLRQ HW GH OYLQIODPPDWLRQ UHIOgWH ELHQ Of|
FRQFHSW G TL P P XComtbindid ik prEdedémMmentesplaquettes sont recrutées et

activées par leBIETs. Inversement, les plaquettes peuvent amplifier la production des NETs

en se liantdirectement aux neutrophiles é1Q OLEpUDQW lBf&kidne,Pcim@w OD
comme inducteur de la NETo0sg68,169) Les plaquettes activées vont libérdes

médiateurs

- impliqués dande recrutement leucocytar comme lePlatelet Factor 4(PF4), le
Macrophage inflaomatory protein . (MIP- .) ou le Regulatedupon Activation,
normal T cell kpressed an@ecreted RANTES, CCL5) (170)

- capableV GIDPSTDHAWHY LWp D Q WieUedcktesimme | QH0 Ggand
ou leTrigerring Receptor expressed on myeloid ce{$REM1) (171)

- les DAMPS comme leprotein disulphide isomeras@DI) qui peut activer le FT
(172)

Les plaquettes et les mastocytes sonsiacennus pour libérer des polglubles, capables
GIDFWLYHU OH )sents\efi grande iR 35 U p

3) Systéme contact et inflammation

a) Activation du systeme contact par les pathogenes

/TDFWRQY DBXLV\VWgqPH FRQWDFW HVW O D rgatldme lcoptidle® LIQH ¢
pathogénes. dinbreuses sont les études qui indiquent que le systéme contact est important

contre les infections bactériemmearasitaireou virales (174476)

Les bactéries, a Gram positif ou négabuventactiver directement le systeme contact en
S HU P H\AWRmbye¢ desffacteudsi systeme contact a lesurface(177). La liaison du
KHPM a la surface bactérienne est spécifique et de forte affenc une constante de
GLVVRFLDWLRQ GH O/fRlidisod st faitka IesiQiRd? ODdt DFHdu KHPM,
comme pour sa liaisoaux cellules endothélialefl 78,179) Selon la souche bactérienne, elle
peut directement cliver le KHPM, ou activer le FXlll@PK, pourinduire la génération de
BK.
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'"{DXWUHV SDWKRJgQHV FRPPH OHV FKdpe®ent QiRWiMeragiHV Y LU
avec les protéines du systeme contac?)

La présence de pathogénpeut aussi entrainer la libération des activateurs du systeme
contact, notamment les NEE&s$les polyP provenant des plaquettes activées ou des bactéries
ellesmémeg(180). Certaines bactéries, comres Staphylococcus aurewt Porphyromonas

gingivalis secrétent des protéases capables de divardPM, le FXIl oula PK (181) Pour le

LPS, les étudem vitro montrent une activation du FXlde laPK etdu KHPM, que ce soit

dans des milieux purifiés ou dans le plasma,demfortes doses (GH O R Uga L HdeG X

/36 Bdpli(182,183) Par contreapréesLQMHFWLRQ LQWUDYHLQHXMH GYIXQt
QJ NJ FKH] GHV YRORQWDLUHV Ve llaQ3/ QDD BW L ivvid WH. RPQ. \GH
évidencg184,185)

b) Activités preinflammatoires des produitke la voiedu systéme contact

Le plus connuFRPPH DFWHXU PDMHXU GDQV OfLQIODPPDWLRQ
contact esla BK. Elle peut se lieaux réepteurs B1 et B2 (B1IR et B2RERQW OfTH[SUHVV
est constitutive pour B, et faible pour BR dans des conditions physiologiques mais
potentialisé par des cytokines pfr& Q1O D P P D W R L U-H 186 PaFstgnaligatibrvia

% 5 HVYW UHVSRQVDEOH GH OfLQIODPPDWIBRQ LQFOXDQW Y!

/91D FW LY Dyatanie @orEakt- R Q G X L W aEli¥atiovi [dusysdéfne du complément, qui
fait partie de la réponse immunitaire indé /H ) ;estun faible activeur du FXI mais
peut initier la voie classique du complément en activant le facteut@HALL est décrig

comme pouvant activer le facteur C3 du compléni&si,189)

Les produits du systeme contact comme le FXlla KHPM clivé stimulent la production de

cytokines preinflammatoires par les monocytéBigure 23) (190,191). lls sontcapables

Aduire mn UHFUXWHPHQW OHXFRF\@0R,193-Cd3 KagfriekisHleBAM, Q IHF W L F
notamment les domaines D3 et D5 ont aussi été déaritsme ayant de propriétés
antimicrobienneg$194,195)
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Figure 23: Activitées pro-LQIODPPDWRLUHY GHV SURGXLWYV GTDFWLYD\
contact.

Le lipopolysaccharide (LPS) des bactérge$&sram négatif peut activer la voie du systéme

contact en activant le FXII en FXI(@83,196,197)puis le FXlla active le FXI en FXla, qui a

son tour amplifie la production de FXII&ll). Le FXlla a aussi comme substrat la
SUpNDOOLNUpPLQH 3. TXL YD VIDFWLYHWuHIRagd OOLNUPp
kininogéne de haut poids moldaire en KHPMalLe FXllaet le KHPMa peuverdtimule la

secrétion de cytokines pinflammatoires par les monocyt€90,191)

c) Mécanisme échappatoiredes bactéries

IMPYROXWLRQ D IDLW TXH FHUWDLQVY SDWKRJgQHY DUULYHC
OYRUJDIQMMVOPILPPXQRWKURPERVH 3DU H[HPSOH OHV VWUH.
streptokinasequi peut activer le plasminogéne en plasmine et dissoudre le réseau de fibrine
(198) OHXU SHURPEWWIQWUGOHY WLVVXV SUREDEOHPHQW HC
(199) Il a aussi été montré que I&reptococcus pyogenets S. pneumoniagpouvaient

exprimer @& laDNase et dégrader les NETE, HV S R Q MfBcEdDsHnv&sives, comme les

fascites nécrosantes et lgmeumonis (200,201) Avec la staphylocoagulase et ieon

Willebrand factorbinding protein le Staphyococcus aureupeut stimuler la génération de

fibrine en actvant la prothrombinecréantainsi une barriere pouempécherles cellules

immunes de les atteind(202,203)
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V- Le sepsis

Le sepsis estne des situgons cliniques dans laquelle on retrouve le réle majeur des
interactions entre inflammation et coagulatiobe sepsiscorrespond a une réponse
inflammatoire généralisée associée a une infection grave, et au cours de laquelle le patient se
retrouve dans ugquilibre instable entre une tendance-gmombotique et hémorragique. La
VLIJQDOLVDWLRQ SDVVDQW SDU 1) % HVW ILQHPHQW UpJXO
excessiva PDLV ORUV GTXQH LQIHFWLRQ VA\VWpPLTXHNHW VpYc
VXUH[SULPpV HW FRQWULEXHQW | -ioffudpbtdipt(@32)LFPaQ GHV L
ailleurs, ks microorganismes pathogee YRQW HQWUDVQHBT Qi HSUHV VL
PRQRF\WHY PDFURSKDJHVY DFFRPSDJQpH G{XQ GpUQqJOHPFE
(AT, systtme de la PC, TFPI) et une suppression de la fibrinol)
ITMLPPXQRWKURPERVH YD DLQIérav GAHHW IWOWY HW SODERQGD
débris cellulaires dans la circulation sanguine pouvantconduire a une coagulation
intravasculaire disséminée (CIVD205) Dans le s& VLV OfLPPXQRWKURPERYV
délétére, elleaboutita la formation de caillots dans les microvaisseaux et & une activation
excessive d&OfLQIODPPDW p& @ caparitdJde ¥gshleux systemes a se potentialiser
mutuellementLa prise en charge dpatient nécessite la prise en compte de sa coagulopathie

DX FRXUV GH ToofsLpbadesvnt Rirgi se sicceder GIDERUG XQH KpPR)
adaptative, puis une CIVD thrombotique (défaillance multiviscgraeenfin une phase de

CIVD fibrinolytique (206).

1) Epidémiologie et définitions

Les hospitalisations pour sepsis ont presquébloces dix dernieres anngesec un colt

estimé a plus de 20 milliards de dollars en 2011 aux -Etaits ce quireprésente une
préoccupation de santé publigue maje@@7) De plus, le choc septique représenterait plus

de 60 % des états de choc rencontrés en réanimg@i8) Cependant es controverses

persistent quant a la définition exacte du sepsis et du choc septique, rendant difficile de
SUpFLVHU OYLQFLGHQFH HW OD PRUWDOLWpP FH TXL D FRQ
ORUV GI1XQH FRQIpUHQFH GH FRQVHQVXV HQ

Auparavant, le sepsis se définissait comme une réponse inflammatoire systémique a
O L QI HydeiniR flammatory Response Syndrom&IRS), avec les notions de sepsis
VpYqUH VHSVLV DVVRFLp j XQH GpIDLOODQFH GYfRUJDQH >
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de choc septique (sepsis associé a une hypotension malgré une expansion volémique
adéquate}209) /D QRWLRQ GH 6,56 GplLQLH S Dhtded bar&ctépy HQFH
suivants. température > 38°C ou < 36°C, fréquence respiratoire > 20/mn, fréquence cardiaque

> 90 kattements par minutesgim) et numération leucocytaire2 G/Lou <4 G/L procurait

au terme sepsis une grande sensibilité et une faBlp SLILFLWp /D SUpVHQFH GFY
DLQVL UDSSRUWp FKH] SUqV GH GHV 22V LHQWYV | OfDGP

En conséquence, le sepsis est maintenant déRfPH XQH G\WIRQFWLRQ GYRUJD
a une dérégulationde dpSRQVH GH O 1K nahdcantOedrapdsiié Wk Des

critéres cliniques ont ensuite été proposeés a partir des scores SOFA gHEgeeun autre

VFRUH OH T62)% SHUPHW GYDOHUWHU OH R&NeQQURIULHQ | FK
pour les patientdospitalisés hors réanimation, incltades critéres suivantsfréquence
UHVSLUDWRLUH - PQ DOWpUDWLRQ GX VWDWXW PHQWDO
Ensuite, le choc septique est défini comme un -gpospe de sepsis caractérisé par des
anomalies circulatoires, métaboliguet cellulaires intenses associées a une mortalité plus
importante que dans le sep§X7) Les criteres clinques retenasrrespondent a un sepsis

associé a une hypotension persistante requérant des vasopresseurs pour mainternir une
pression artérielle moyennBAM) e PP+J HW XQH ODFWDWpPLH « PPRO

Figure24: CULWqUHYV SHUP H¥§/ M 4203/0614 thGdEEpiNud thez les patients
(207).
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/I YNDFWLYDWLRQ GH OD FRDJXODWBRQQRP &M WBA IGRXP X B RW.KU
Une des complications dukkRF VHSWLTXH HVW ODSSDULWLRQ GH &,
GpIDLOODQFHYVY PXOWLYLVFpUDOHY HW OD PRUW (Q OYDEV
GLDJQRVWLF UHSRVH VXU OYDVVRFLDWLRQ GH SOXVLHXUYV
internationhde standardisation. Actuellement, deux scores sont utilisés pour le diagnostic de

la CIVD: le score proposé parf QWHUQDWLRQDO 6RFLHW\ RQ 7KURPE
(ISTH) et un autre score proposé paldpanese Association for Acute MedicfddAM).

2) LHV VFRUHVY GH OY,63RXHIWNOGKGHRKOWLILFDWLRQ GTXQH

/IH VFRUH GH Of,67+ D pWp SURSRVp HQ HW VRXOLJQH
SUpVHQFH GIXQH-8DKMWKRWRJIJERIQWRXV SRXU rWUH UHVSRQVD
calculere ¢ RUH &THVW XQ PRGqOH VLPSOH SRXU XQH XWLOLVLE
de pointss pWDQW FRPSDWLEOH DY Hiec@rperzéeDel QiRstoW kB aGH &,9'
une possible CIVD ¢ompensée (tableau 8).

Le score du JAAM a été proposé 2005 et selon différentes étud@41,212) VIDYqUH SOXV
VHQVLEOH TXH OH VFR Udgtar@eiseDgihiid est abhatlgvdnti@e)aVa prise

HQ FRPSWH GH OD FLQpWLTXH GHV SODTXHWWHY DORUV T
de plaquettes amomentdu calcul du score (tableau 9).

Au total, les deux scores ne présentent pas de différéondamentale, une plus grande
VHQVLELOLWp HVW QRWpH DYHF OH VFRUH G Xatidh$OuP DLV XQ
OH VFRUH Gaplud,je tnarque 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 laJapanese Association for Acute
Medicine (JAAM) (213).

Tableau9 : Algorithme diagnostique pour la CIVD « décompensée selon If , QW HUQDWLRQ
Society on Thrombosis and Haemostad@iSTH) (211)
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3) La sécrétion de cytokinegpendant le sepsis

Le terme cytokine désigne une classepetites protéinegénéralement 40 kDa) qui sont

GHV P pGL Daethratioh\ouGiélla@ifférenciation des cellules immunitaires. Au cours du
sepsis, il y a une forte production de cytokinesipfammatoires comme le TNFE, OL$%6,

OLt12, Gnferféron- et le MIF, mais aussi de cytokines aimiflammatoires commedL$}10

HWL-Q { y a une interaction dynamiquknsle processus de production de ces cytokines et

le sepsis ne peut sésumerj XQH VLPSOH VXFFHYV VibhfROM&IX & ldME KDV H S
inflammatoire(214). Dans un modéle vitro, par stimulation des cellules mononucléées par

le LPS, la sécrétion de cytokines est détectable dans les premieres heures, lesscytokine
QYD\DQW QL OD PrPH FLQPWLTXH QelrficHieBéctéfioFig@O L SR XU

25).

Figure25: Cinétique de sécrétion du TNF. O,/ OfY,/ OfF,/HW -®far/les
cellules mononucléées sanguine apres stimulation par le LPS (100 ng/nf2}5)

Le TNF-. est um des cytokines Eplus étudiés dans la pisiopathologie du sepset ceci

pour trois raisons7RXW GTDERUG SDUFH TXH OHV SDWINMFQWY VHSYV
HW TXTXQH DVVRFLDWLRQ D pWp UDSSRUWPpPH HRRNEBtH XQH D
une augmetation de la mortalité. isuite, le blocage dENF-. V { HV W HéRefue dans

différents modelesanimauxde sepsisEnfin, car I LQMHFWLRQGB®@V7GHY PRGgO
animaux provoque usyndromerappelant lechoc septiqu¢216) & DSDEOH GIYRUFKHVW
cascade desécrétion de cytokinede TNF. HVW FRQVLGpUp FRPPH XQ UpJ
production des cytoking217).
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/9,46 est une cytokine secrétée par les cellules en réponse au EPSUILNF .. Le taux

G 1-6/ plasmatique reste élead cours du sepsetest FRUUp Op D Yirtdica@uUrd0eX WU H V
sévérit§(218). Contrairementau TNE OTLQ M H-FVQUR Q GXILW SDV (X1Q, pWDW C
il est plutét connu comme responsable de la fievre et des rép@hbesO R UenDpQds® P H
aigue(214)

Le CCL5 (ouRegulated on activation, normal T cell expressed and secRANITES) est

une chimiokine OLEpUpH DX FRXUV GH OfLQuOrBcRURED&MIL e UHYV!
lymphocytesdes éosinophiles, des basophid¢des mastocyte@20). Il a comme réceptesir

&&5 &&5 HW &&5 /H EORFDJH GH &&5 D pWp ODUJHPHQW
en raison déa découverte de son implication commeréoepteur du virus. Paontre, le réle

GH &&/ HW GH VHV UpFHSWHXUV GDQV GYDXWUHV LQIHFWL
chimioattractares de CCL5 entrainent un influx cellulaire qui pourrait endommager les
WLVVXV DORUV TXYLO SRXUUDMMWHXXW SR DY RALIK {G\HYV GID Q-
SUpFRFHVY GH OfLQIHFWLRQ $ FDXVH GH FHWWH GXDOLWp ¢
une cible en cliniqug220) 'DQV OJLQIODPPDWLRQ FKURQLTXH FRPPI
O YL QK IpEEtenivdri® CCL5 diminue la sévérité dOfLQIODPPDWLRQ GDQV X
GIDUWKULW@E@E2IFKAD IOH QUMW HW GLVSDUDUW D/VRUQYLQKLEGWE
modele. Dans le sepsiSXAJLHXVHPHQW FTHVdunt@elDauw st Oversem@ahR N L Q H
corréléa la sévérit@éela pathologie Comme les plaquettes sont une desasude CCL5, la
thrombopénie chez les patients en choc gapta étéavancée comme expliquacette

diminution de CCL5.De plus,il faut souligneU T Xafduut été observé dans le sepsis
néonatal222,223)

ITMLPPXQRPRGXODWLRQ D pWp XQH GHV SUHBrisdds vié&sS SUR F |
90, avec des thérapies dirigées contre le TNFH W -10gpit/en administrantles anticorps
monoclonaux ou &k récepteurs solublddalgré OTREWHQWLRQ GH UpVXOWDWYV
modeéles expérimentaurptamment avec les anticorps aflF- . (224228), ces molécules

QIRQW SDV UpXVVL j GLPLQXHU OH WDX[ GH RR&AM@EOLWp FI
prospectveLQWHUQDWLRQDOH PHQpH GDQV SD\V D FRPSDU
murin monoclonal adifNF-. % $X351) chez des patients avec un sepaisrapport a un

placebo (étude IN (56 (37 /T1DGPLQ&aNINGD WUDQS®Y DPpOLRUp OD P
28 jours, que ce soit chez les patients avec ou sans choc s€pfguéJne étude menée en

paralléle avecd méme anticorps a aussi congluO fDEVHQFH GfHIIHW VXU OD PF
chez les patients avec un sepsis (NORASEPT). Par cdbtfiep WWXERBEPT a montrgue
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chez les ptients en choc septique, les patients traités se remettaient plus rapidement du choc
gue le groupe sans traitemept ( DYHF XQ SOXV ORQJ GpODL GYDSS
GpIDLOODQFpE GOBR(RRID QeHX ans apres, une étudendomisée, en double
aveuglemulticentrique D pWp UpDOLVpH SRXU pYDOXNRK. FKHH]HOMH\G H ¢
patients en choc septique par rapport alacgbo, incluant 1879 patients dak@s hopitaux

(étude NO6$6 (37 ,, &RPPH SUpFHGHPPHG®. @NDSDVLBPRYSVRNQ
survie a 28 jours (40,3 % chez les patients et 42,8 % chez le groupe placé€hd7), une

diminution de la coagulopath{@7, p < 0,001; 28, p = 0,005)acependanétéeremarquéehez

les patients traité® DLV DXFXQH DPpOLRUDWLRQ230XU OD GpIDLOODQ

Plusieurs raisons ont été avancées pour expliquer irefficacit¢ notamment la
physiopathologiecomplexedu sepsisqui est un process multifactorieletil a été suggéré
qQUeOTLQKLELWLRQ GITXQH VHXOH F\WRBLQH QTHVW SHXW rw!

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

La production de thrombineau cours GX VHSVLV YD HQWUDVQHU OfDF
consommation, des médamesphysiologiquesde régulationde la coagulationAinsi, les

patients en choc septique ont une baisse du taux plasmatique des inhibiteurs physiologiques

de la coagulation, notammedé¢ O 1 D Q W L WIK ld BrBt&ine@Hete la protéineS (232)

En preQDQW HQ FRPSWH OH SRWHQWLHO DPSOLILFDWHXU GH
PpIDLWV GTXQH s&a@iHGWN] HOH FKR B G/FHLISQLLVWMKWHD VOLIRsQ G 1D Q\
physiologiques été poposé pour traiter les patisfdf D XWDQW SOXV TXH FHV SUR)
avoir des propriétés aritiflammatoires indépendantes de leur propriétés anticoagulantes.

a) /1D Q WhbWéK UR

/IH WDX[ G9$cheE B4 patidits en choc septiqdéficit en AT dans > 80 % des

patients) et est associé a un mauvais pronogfl83) Outre son effet puissant sur la
coagulation elle possede des propriétés anfiammatoires directes en inhibant le
chimiotactisme des leucocytesu indirectesen se liant aux glycosanoglycaneset indwsant

la prodction de prostacycling(234) En 2006, une étude de phase 3 (Kybersept)
multicentrique en double aveugle, étéréaliséee SRXU GpWHUPLQHU VL OYDGPL!
foUWH G R\30008 Ussur 4 joury améliorait la survie des patients en choc septique,
comparée a un placelfjo = 2314) ,O0 QT\ DYDLW SDV GYHIIHW VLJQLILFDWI
a 28 purs(36,9% dans legroype AT contred0,7 % dans legroupe plaebo) En revanchdes
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saignements étaiestgnificativementplus fréquents chez les patients trai{{@$,1 % dans le

groupe AT contre 12,9 % dans le groupe placekad),0001)(235) Wiedermann et calbnt

noté que lacoDGPLQLVWUDWLRQ GTKpSDULQH Faftim®dtbire 8D WL H QW
O 1% 7 onHdl'servé que dans le soddJ RXSH GH SDWLHQWYV DYHF XQH &,¢
G1$7 pWDLW EpQ p llitér(X3a). Enx20160uDe m&d&nalBecomprenant 30 études

clinigues randomisées incluant 3933 patiertenclu T X H O 1 $/D @ff@ §ur la mortalité

(RR 095, 95% IC 0,88-1,03) méme chez les patients avec une CIVD (n = 2B58095, 95

% IC 0,881, HW TXH O1%$7 DXXhErrbQalittuedR1138]9%5% XC 1,351,84)

(237) &HV UpvVXOWDWY RQW HQFRUH pWp UHPLV HQ FDXVH
études pour la médanalyse(238) PDLV LQGLVFXWDEOHPHQW OfDPpOlI
apportéeSDU O9Y%$7 GDQV OH FKRF VHSWLTXH VL HOOH H[LVWH

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
ausi des activités protectrices (ampoptotiques) sur les cellules endothéliales, en se fixant
sur son récepteur endothélial (EPCR) et en clivaRAR1 (239) Dans les modeles animaux

GH VHSVLV OD 3&D UpGKH\E8 ROM HQUARIBfedhieRt Ga mortalité

(240) Le taux plasmatique de la PC baisse au cours du choc septique (déficit en PC dans 80
% des casf241) La PCa humaine recombinante (Drotrécogine alfa activée, Xigris®) a par la
VXLWH pWp pYDOXpH GDQV OTHVVDL FOLQLTXH PXOWLFHQW
séverechez &0 patients par rapport a 840 personnes dans le groupe placetmurs duquel

une rédudon de risque de mortalité del6% a 28 jours a été observg@4l) Cette
diminution de & mortalité est plus importante chez les patients stades les plus séveres

une réduction de 40% a 30,5% de la mortalité étardbservée chez les patients avec une
CIVD. Ainsi en 2002, lXigris® a obtenu unautorisation de mise sur le marché (AMBH)
Europepour le traitement du sepsis sévere.

Une autre étude publiée en 20PROWESSSHOCK) QD PDOKHXUHXVHPHQW SD\

réduction de taux de mortalité a 28 joutsez 846 patientsnaisune fréqence accrue de

saignements (5,% des patiets tratésversus3,5% chez les patients non trait@s; 0,003) a

été observé€242) ce qui a conduit au retrait du Xigris® du marcRér la suite, me méta

analysea été réalisée par Kalil et coll., incluant 9 études cliniques contrdles (41401 patients),
PWXGHV GYHIILFDFLWp V GH W p AW\ pH B/faxiahta)OKa/HD W L R G
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meétaanalysea conclua une diminution significative de la mortalité (¥8), maisla présence
de complications hémorragiquegaves(5,4 ORUV GH OfXWLGCbWdadauRQ GH ¢
placebo(243)

La protéine C zymogéne a aussi été testée dans le choc sgptiguétudeandomisée, en
double aveugle a comparé son effet par rapport glacebolL fpWXGH D pWp DUUrWpH
terme car la mortalité sur 28 jours était de 79 % dans le groupe traité (15 patients) et 67 %

dans le groupe placebo (12 patier(g)4)

c) LathrombomodulinéTM)

En plus de son activité anticoagulapermettant la génération de PC actiM&elrM interfére
DYHF OfDFWLYDWLRQ GX RighPsliityRjio@\proteiwBIHMSBIW uiy H O H
médiateur associé a Imortalité dans le sepsig45) /fH[SUHV VLR saifacg Ges
cellules endothélialediminue chez les patienen chocseptique, pouvant ainsi contribuer au
développement des CIV246) La supplémentation en TM a donc été testée en

thérapeutique.

8QH pWXGH FOLQLTXH GH SKDVH ,,E D pWp UpDOLVpH SR
O THIIL F D mrowipontéblliceDeddimbinante humaine (rhTM) chez des patients septiques

avec une suspion de CIVD. La mortalité a 28 jouitait de 17,86 dans le groupehTM et

216 % dans le groupe placelip = 0,273) mDLV L O Q T\deDdiffBrense Sdnificative

entre les deux groupes sur la défaillance des organe©d§uD X JP H Q WnaWjueR) GHYV
GTLQIOD PR RALdQre, le grogrhTM ne présentait pas plus de saignement que le
JURXSH FRQWU{OH HW OfHIIHW OH SOXV LPSRUWDQW GX
moins un organe défaillardt uneinternational normalizd ratio INR>4. Ainsi, une étude

clinique de phase llist en cour$248)

Au Japon, une étude clinique de phase lll en double aveugle a montré que le traitemaent par

rhTM améliorat le scae de CIVD et diminue les saignements chez des pateetsCIVD

associé a un sepsisen comparaisory OTKp IBYLKWVL OD UK7du Iap@nf$00

pour le traitement des CIVD dans le choc septifire2016, une métanalysea étéréalisée
parHayakawa et cOlFRQFHUQDQW OfXWLOLVDWLRQ GX UK70 DX -DS
chez les patiensdmis aux urgences/ec un sepsis sévere o choc septiquet développant

une CIVD. lls ont montré une association significative erlese 452 patients traitést la

diminution de la mortalité tousecauss confondus 25 x ,&-0999,p=
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0.049) DLQVL TXTXQH DEV dQa&freqhceGle shmbamhén ehtre les patients
traités et le groupe contrd{250)

d) Le TFPI

Le TFPI inhibe le complexe FFVlla et le FXa, et pourrait assavoir un rble dans le
PDLQWLHQ GH OYL@5)p,J DWMPWYDRF W DpUHXTXQH DEVHQFH G
VRXULV GpILFLHQWHY RN >SQOQWQQWRERUQVVMWKDLWLW@ XU HQ!
GH OfLQIODPPDWLRQ SXOPRQDLUH VHFRQGDLUH j XQH LQ"
reste sans effet sur la dissémination bactérienn®@ U QI ODPPDW LREQ) VAVARIpPLTXH
recombinant a été étudié avec des résultats positifs dans différentesndel&epsis chez les
babouins(253,254) Cependant, les mécanismes moléculaires responsables de ces effets ne

sont toujours pas éclaircis.

Abraham et coll. ont fait une étuadinique de phase Il, multicentrique, randoreigd en
VLPSOH DYHXJOH SRXU FRPSDUHU OYDGPLQLVWBEWLRQ Gl
chez 141 patients par rapport a un groupe placdo mortalité a 28qurs GDQV OTHQVHPE
des groupes traitésaple rTFPI était de 30 % contre 38 % dans le groupe plagebd(3)

(255) Encourage par cette tendance, ils ont étudid 2003dans une étudde phase lli
randomisée, en double aveugleO T H | I'FRRI (@aogin) sur lespatients avec un sepsis

sévere, en comparant a un placeb§.p W X G khultid&rxiqe et divisée en deux groupes

selon ONR, 1754 patient®nt étéinclus dans le groupe aven ,15 - H Watients S

avec une INR <1,2. LetIDFRILQe@QGBHHIDHMW EpQplL Tk 28XoursCeb PRUW
comme avec les autres anticoagulants, les patients traités pEsenhe augmentation du

risque hémorragique queiH VR LW @prrtl(6,9% kifacgincontre4,8% plaebo dans

le groupe INR élevé; 6% tifacogin contre3,3 % placebo dans le groupe INR faib{p6).

5) Inhibition de la voiedu systeme contact

/ID YRLH GX V\VWqPH FRQWDFW QTHVW S pMWsDIpdidu&/aldlsL UH SR
TXH VHV IDFWHXUV VRQW UHVSRQVDEOHVulathHx Qnsi IBBFWLYDW
FXlla et FXlasemblent étre des cibles intéressants pour avoir un effet antithrombotique sans
risque hémorragiqué57,258) De plus,chez les patients en choc septiquejitainution de

OD JpQpUDWLRQ GH %. SRXUUDLW rWUH EpQplILTXH FRQWUH

Le CZinhibiteur(C1-inh) régulea la foisle systeme contact et la voie du complémé#éigeut
étre inhibé p&J OpODVWDVH OLEpUp SR2ER)CheYleQphtieWehReBaCLOHYV D
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septigue LO \ D XQH DXJPHQWDWLRQ GH OSnh@d RApparydddasL RQ HW
sujes sairs, et la concentration de @dh clivé est corrélée positivemegatiamortalité (260)

Une étude multicentrique et randomisé&téréalisée en 2012 sur des patients avec un sepsis,
pPYDOXDQW OfHIIHW G 1 X-QhibitBuG éhLp@4 degvtthiiedvdnk QassSigued. Sur

OHV SDWLHQWYV GH O Tp W-XKibiHeur@meéliar&tUaQsuvigvd 2B WlrdRe®@ GH &
considérant toutes les causes de mortalité (mortali#é ¥245 dans le groupe contrélp,=

0,008)(261) &HSHQGDQW LOIOKWBDWWXGHY DYHF XQ HIIHFWL
SRXU SRXYRLU DSSUmhblddtd OfHIIHW GX &

SRXU OTLQKLELWLRQ GX );,,D XQ DQWLFRUSV BREIWFORQDC
GDQV XQ PRGQqOHE.caff le@Id eiexVie e G 8QH GLPLXWLRQ G
GTpODVWDVH QHXWedas&dgraupe titad LUHWL URXHY W IDEVHQFH G|
prolongeant la survie. Par contre, les deux groupegiéveloppé un€lVD et présentaiat

un taux plaquettairéaible, une baissale fibrinogene et dé&V (262) En 2014 Larsonn et

coll. ont produit et caractérigg anticorps monoclonalumanisélirigé contre le FXIIg3F7)

qui empéche la fomation de thrombus dans un modelardebose chez la souris et le lapin

(263)Le ) HPSrFKH OD IRUPDWLRQ GH FDLOORW GDQV XQ PR
(ECMO) chez le lapin FRPPH OfKpSDULQH . Xéperddnvcpntiai@meER Q WU {OH
OfKpSDULQH LO QTDXJP H ifitdd a SieVbledddre chd2 Lel QERE3H Q W V

/9D QW Lamrad@NaissancQ 1D SDV HQFRUH pWp WHVWp GDQV XQ PR

Inhibition du FXI

/ ®anticorps monoclonal arEX|l (14E11) EORTXH O9YDFWL YDeWXRa@m&@sX );, SD
QILO®KDE O fDFWAXYMatRr@mbB& Il a été étudié chez la souris dans un

modéle de choc septique induit par ligature et ponction cadda®.(/f1DGPLQLVWUDWLR
OTDQWLFRUSV GDQRCanteNore laksumi& thgMe©douris traitées, sans induire

de tendance hémorragiqué64) Bane et coll. ontpar la suite montré que les souris
déficitaires en FXhvaient une diminutiomu taux plasmatique de TNF G,/ G b, ét

d ¥ -A04h apres ldLPC en comparaison avec dgesuris «sauvages (Figure B), ce qui leur

conférait un gain de survi@65) De faconinattendue OH V\VWqPH FRQWDFW QTF
chez les souris déficitaires en FXI,nt@irement aux sourissauvages ou une diminutn

du FXII etde laPK est observée ecqui siggére un réle central du FX6DQV OYDFWLYDWL
systeme conta¢R65).
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Figure25: Taux plasmatiques des cytokines secrétées apres ligature et pioc caecale
(LPC) chez des souris sauvages» ou déficitaires en facteur XI.

Variations des taux plasmatiques de TNF G4,/ G4, kt df -10 chez les souris
«sauvages (en noir) et les souris déficitaires en FXI (en blanc) par rapport aux souris
contrbles (groupe<Sham»). n= 8 ou 9 dans chaque condition et n= 3 souris Sham. Une
augmentation significativees taux de TNE G- Gl-6 et AlY-10 est constatée chez
les souris« sauvages par rapport aux souris déficitaires en FX4h apres laLPC. Une
augmentationG X W D-&¢héz fes souris sauvages est observée par rappcaux souris
déficitaires en FXI apres 8h et 24h dd.laC.

Par ailleurs, une protéine de fusiantenant un anticorps ar@D14 (qui bloquele récepteur
au LPS et in domaine inhibant le FXla (MR1007) améliore la survie dans un modeéle de
VHSVLV FKH] OH ODSLQ VDQV DXJPHQWRBB)OTDSSDULWLRQ

Inversement ® 2017, Stroo et collen induisant un sepsipar inoculationintranasalede
Streptococcuspneumoniae(Gram +) etKlebsiella pneumoniagGram -) a des souris
déficitaires erFXI dans un modelede pneumoniells ont observéque les souris déficitaires

en FXl avaientune diminution de la survie, expliquée notamment par une prolifération plus
importante des bactéries une diminutiorde la capacit@es neutrophiles a les phagocyter

(267). Ces résultats contradictoires peuveng élns a la différence de modé@LQ G AU WL R Q

sepsis.
6) Le systéeme PZ/ZPI et sepsis

En 2013, Butshkau et coll. ont effectué un modele de sepsis par injection de LPS par voie
LQWUDYHLQHXVH j GHV VRXULV GpILFLWDLUHY HQ 3= RX =
modifiait la réponse inflammatoirehez la souris, notamment par uaegmentabn des
cytokines I-6 et Ik 10 HW OYDJJUDYDWLRQ GH (68 Q¢ pblGs\Wds Bowis RQ O H>
déficitaires en ZPI présentaient une forte pro@®® GITRFFOXVLRQV YDVFXODLUE
souris «sauvages* FH TXL QYHVW SDV OH FDV GHV VRXULV GplLF
VXJJqUH OYLPSRUWDQFH GH OYLQKLELWLRQ GX );,D GDQV F
pourrait avoir un role proteckkcU GDQV OH GpYHORSSHPHQW GT1XQ FKRF
OTDWWpPQXDWLRQ GH OYLQIODPPDWLRQ RX VXU OD FRDJXOF

67



Desdosage df $ e PC,dePS et de PZ ont été effectués chez des patitteisits de sepsis

RX GYLQIHF%Wedu@e Suppicipd #2VD. Une diminution du taux plasmatique des 4
protéines analysées a été rapportée, faisant sirement suite a leur consommation. Les 126
patients étudiéavaientun taux effondréde PZ, a 1,4 % chez les patients avec une suspicion

de CIVD (n = 71) et 1 % upnd laCIVD est cliniquement observga = 55) La diminution

GX WDX[ SODVPDWLTXH GH 3= QYDYDLW SDV GH YDOHXU SU
HW @ddn$la diminuion des taux plasmatiques éteorrélée au score de la CIMR69).

&KH] OTKRPPHInXtHD pphp@O3HVpPp OTHIITHW GX UDMRXWeGH 3= R’
patients avec une CIVD dans un test de génération 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 vomresunvidécéder, ils
PRQWUHQW T X H QleXttirpetddp@dkkl, FS{H& Bk le temps mis par le plasma

pour atteindre le pic de formati de la thrombinest significativement plus long chez les
patientsqui ont une CIVD décompens€E,6 minvs 15,3 min,p < 0,05). De mémavec,le «

lag-time @ F fadirdMe temps mis pour que débute la coagulation) ettimeto peaks»

étaient significativement plus allongés avec lesméssdes patients qui sont décedelag

time » 14,5 minvs 11,3 min,p < 0,05 et «imeto-peak» 19,0 minvs 15,3 min,p < 0,05)
TXYDYHF OHV SODVPDV G H2705 DQV U H ¥ vgoriBddD TRO\§uvexplovep F X

OD YRLH GH OD 3URWPpPLQH & QYIYDYDLW SDV GH FDUDFWqUF
que leur étude mondk GRQF XQ GpIDXW GX V\VWgPH 3= =3, ORUV GX
dans le TGT pourrait permettre de discriminer les patients avec un mauvais pronostic,

suggérant un défaut du systéme PZ/ZPI chez ces patients.

En201Q Sipahi et coll. ont étudiia frequence du polymorphisme G79A de la protéingud

HVW UHVSRQVDEOH GTXQH GLPLQHK leR Gati€htd aveR Qn $¢sX|[ SOD
séveredans une cohorte d&8 patients et 79olontaires saind_es auteurs ont trouvé que la
fréquence de G79At&t comparable chez les patients et les contrbles, 43,4% et 40%
UHVSHFWLYHPHQW 3DU FRQWUH OfDOOgOH $ HVW SOXV |
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 s€¥8%e IC: 0,4546,1) sans

TXYLO \ DLW XQ HII(BAM) VXU OD PRUWDOLWODP
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Résultats
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Obijectifs de mon travalil

Le ZPIl est une protéine appartenant a la superfamille désUSLQHYV FIHVW XQ L
SK\WLRORJLTXH GH OD FRDJXODWLRQ LVROp LO \ D XQH YLC
GH OfLQIODPPDWLRQ SDU LQMHFWLRQ GH WXUSHQWLQH |
plasmatique de ZPIl, avec un pic atteintHX[ MRXUV DSUqV OYLQMHFWLRQ
FRQVLGpUp FRPPH XQH SURWpPLQH SRVLWLYH GH OD SKDVH
HVW UHWUR Xi6mpide, mKtdhimedt] chez des patientes apres une chirurgie
gynécologique, ou une augmentation ffigative (environ 20 %) du taux plasttique du ZPI

ess REVHUYpH 'H QRPEUHXVHV SURWPpPLQHV GH OYLQIODPPD
SURSULPWpPV LPPXQRU pJXahtdrypsine RANT), dhiRaDpAttieDt]dussiSKIB

superfamille des serpinesrame le ZPI.

La premiere partie de mon travailcansisté ainsi a rechercher un effet immunorégulateur du

ZP1. Pour cdaire, un modeélén vitro avec du sang total été choisi, permettant de prendre en

compte toutes les interactions cellulaires entreddisiles sanguines. Le sang est stimulé par

du lipopolysacchariddc QGXLVDQW XQH VpFUpWLRQ G HNéup &oisWHXUV
pWXGLp OHV YDULDWLRQV GHV F\WWRNLQHV SDU OfXWLO
SHUPHWWDQW O TL&eeQd¥ 2bL ypMheRR Qes WatadddNque nous avons
détectéedn vitro ont eté reberchéesn vivoo GDQV X Q P Ri@ogitériexid @ souris,

par injection intrgpéritonéale de LPS.

La deuxieme partie de mon travail a potéeXU O fHIIHW @&HIe@B. Er éfiel/ tHe
nombreux anticoagulants sont inactivyéar les protéasea la surfacedes NETs, comme
OIDQWLWKURPELQH OHSDUBWRRKLSD GWRVWAIDFMWBYDWLRQ OR

EQILQ MIDL IDLW XQH pW XGéatiafbBs/détaplagrhaRiquesHOLPHetY X U O+
de la PZ,sur une cohorte de 100 patients en choc geptiLes taux de PZ et ZPI oétte

mesurés pendant une semaine, et nous avualygsési les taux plasmatiques de ZPI et/ou PZ
pouvaient aider a discrimindgs patients qui vont développer ou non la ClIVDpeiseter

une valeur pronostique sur la mortalité a 28 jours.
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1°® partie : Démonstration G § X O H | HHfAMMainiréldu ZP|

Le ZPlest un inhibiteuphysiologique de la coagulation, il inhibefacteur Xla (FXla) seul

et nécessite la R4in facteur vitamine Klépendantpour 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 ZPI DM une réaction inflammatoire
DFFUXH VXLWH j OTLQGXFWLRQ GYLQIODPPDWLRQ V\VWpPL
souris «sauvages (268) Le syseme PZ/ZPI, en plus de ses propriétés anticoagulantes,
SRXUUDLW GRQF rWUH LPSOLTXp GDQV OYLQIODPPDWLRQ

/1 H I HWhfl@r@nétdire du ZPfecombinant humain (rhZP§ été évalué dans un modéle

en sang total stimuléap le lipopolysaccharide (LPS)ous awns ainsi observé que le rhZPI

diminuait plusieurs cytokines pra QIODPPDWRLWHVIeEGRER.W DARYL TXH GH
chemokinegMIP). Nous avons essayé de caractériser les relations stractiviéé dans cet

effet, enanalysantsi la PZHW O  Kno8 fadtioqhBlecofacteurs du ZPI1 pour son activité
anticoagulante, pouvaient amplifier son effet -amiiammatoire.De méme, un variant du ZPI

muté au niveau de sa boucle réactive (ZP1 Y387A), qui perd ainsi son activité anticoagulante,

a été poduit afn de savoir si le ZPI ane activité antinflammatoire indépendante de son

activité anticoagulante.

Nous avons observé également, que de facon inattenda@PRkinduit la sécrétion de CGL

(RANTES) une cytokine sécrétée par les lymphocytes activéguietpeut moduler la

production de cytokines proinflammatoires das monocytes activés. La nécessité de
productionde CCL SDU OHV O\PSKRF\WHYV SR XU U-Dflawwmbatdige@u TXHU
rhZP1 ne peut étre mis en évidence sur une préparatiddrRQ RF\WHV SXULILpV DOR
observé en utilisant des cellules mononuclées (mélange lymphocgtexytes). La
SUpVHQFH GTXQ FRPSRVDQW SODVPDWLTXH VHPEOH pJDO
PYLGHQFH O finflanwatoiteNip ZPIQuteRLY LO QH VHPEOH SDV TXH
LQIODPPDWRLUH SDVVH SDU OfLQKLELWLRQ GHV IDFWHXUV

/9 H 1| HWAhfl@étdire du ZPI observia vitro a été confirméin vivo dans un modele
GILQMHFWLRQ Grira/SpUS WIR RILGIHL F Hrrijisttabon\sRnXltadede O § D
rhZPl au LPS indui® QW XQH GLPLQXWLRQ G-B et XNFSOBVPIPWLTXH

dansle liquide de lavage péritonéal, on obséruae augmentation de CCL5.
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Les propriété antrinflammatoires du ZPI pourrait étre particulierement intéressante dans le

cadre du choc se¢y LTXH LQIODPPDWLRQ JpQpUDOLVpPH LQLWLpPH ST
OD FLUFXODWLRQ VDQJXLQH HW VRXYHQW FRPSOLTXpH SD!
disséminée (CIVD)pouvant conduire a une défaillance multiviscéedlau déces du piant
IfNDQWLWKURPELQH HW OD SURW phy€polbgi§ued B&Md dopgulatiérH X[ L Q
ayant des propriétés atilammatoires indépendante® deur activité anticoagulante ont

déja été utilisés pour traiter le choc septiqependant, leurtilisation a été accompagnée
GTXQH D XJP HiqehdmoRagiq@Xsans une amélioration significative de la survie.

Les résulltats obtenus avec I&Zm sont en accord avec les données de la littérature montrant

TXH OJLQKLELWLRQ @Gaximatidn € lv/ddag@op&Hiedads ub @odele de choc
septique chez la souri@64) OYLQKLELWLRQ GX );,D VHPEODQW rWUtF
hémorragique faible. Toutefois il semble&X[LO H[LVWH HQ SOXV GHV SURSUI
ZP1 qui lui conferent une activité asitiflammatoire. Enfin, les thérapeutiques qui ont visé a

bloquer une cytokine (HL ou TNF. VH VRQW PRQWUpPHV GpFHYDQWHV \
une seule cytokine ¥W LQVXIILVDQW VRLW SDUFH TXH OfLQKLELYV
SHUPHW SDV GH PDLQWHQLU XQH UpDFWLRQ LQIODPPDW|
défendre. Le ZPI, en faisant baisser simultanément plusieurs cytokines et chemokines, mais
HQ Qifan® bas 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 (200words)

The protein Zdependent plasma protease inhibitor (ZP1) gdyaoproteinthat inhibits factor

Xla. In the presence dtrotein Z (PZ)ZPI inhibits alsoFXa. Reently, ZPI has been shown

to bean acute phase protein (APP). As usually ABBwnregulatethe harmful effects of
inflammation we tested whether ZPI could modulate the increase of cywkibserved in
inflammatory states. We observed that ZPI decreases significantly the level&,diL.ib and

TNF-. LQGXFHG E\ OLSRSRO\WDFKKDULGH /36 LQ D ZKROH E
was unaffected by the presence of PZ, heparin, and a rrartahe reactive loop cent&Pl

(Y387A), lacking anticoagulant activity, had still an amflammatory activity. Surprisingly,

ZP1 did not inhibit the synthesis of {6 or TNF. ZKHQ SXULILHG PRQRF\WHV ZH
by LPS, whereas the inhibitory eftewas evidenced when lymphocytes were added to
monocytes. The requirement of lymphocytes could be due to the synthesis @b CCL
(RANTES), a chemokine mainly produced by activated lymphocytes which is induced by

ZP1, and which can reduce the productionpod-inflammatory cytokines in whole blood.

Lastly, we observed that the intraperitoneal injection of ZPI with LPS decreased significantly
plasma levelsof t66 and TNF. LQ PLFH

Keywords : protein Zdependent plasma protease inhihitproinflammatory cytokines,

CCL-5, lipopolysaccharide, monocytes
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Introduction

The protein Zdependent plasma protease inhibif@Pl) is a member of the serpin
superfamily, identified in human plasnti@at produces rapid inhibition of factoXa (FXa)

and Xla (FXla). Thanhibition of FXa requires the presence of Protein Z (PZ), a vitamin K
dependent factor, which increases more than f6l@0the inhibition rate of FXa. In contrast,
the binding of PZ to ZPI reduces the rate and extent of factor Xla inhibition producd®l by
but unfractioned é&parin enhances the rate and the extent of factor Xla inhibition hy ZPI
During its inhibitory interaction with factor Xa and factor Xla, ZPI is proteolytically cleaved
with the release of a 4l peptide(Han et al, 2000).PZ andZPI circulate as a complex in
both human and mouse plasrbat in man, there is exces$ free ZPI, whereas in the mouse
thereis an excessf free PZ(Tabatabaket al., 2001; Girard et al., 2013). Z&ficient mice
exhibit a higher frequency ahrombosisfollowing arterial injury andan increagd mortality
from pulmonary thromboembolism following collagen/epinephrine infusi@am wildtype
mice ¢Zhanget al., 2008)However, the consequences of a ZPI deficiency in humans remain

uncertain Al-Shangeetetal., Corral et al., 2007).

Recently, it was shown that subcutaneous injection of turpentine in mice induced an
approximately &old increase in both ZPI mRNA and plasma levels, indicating that ZPI is an
acute phase reactant. In contrast, PZ mRNA wereaffetted, and the-ld increase of
plasma PZ levels, which appeared 2 days after the increase of plasma ZPI levels, was
attributed to grolongation of the PZ halife when it circulates in complewith ZPI (Girard

et al., 2013).

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

dampening excessive inflammatory response.
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Materials & Methods
Reagents

Lipopolysaccharide (LPS) wa$&om Escherichia coli0111:B4 (Sigma&Aldrich, Lyon,
France). Purified PZ was from HyphenBiomed (NeuvillesurOise, France) After
reconstitution, it was dialyzed against phosphate buffer saline (PAN Biotech, Germany).
Unfractionatedheparin (UFH) wadrom SanoftAventis Francg. Purified FXla and FXa
were from Enzyme Research Laboratories (SBijb, The Netherlands).Congerial

deficient plasmas were from George King Bn@dical (Cryopep, France).
Production and purification of recombinant human ZPIl and ZPI (Y387A)

Human ZPI cDNA (NCBI, NM_001100607.2yas cloned into the Notl and BamH1 site of
pCEP4 vector (NeoBiotech, Namte, France). ZPl Y387A cDNA was provided by
ProteoGenix (France), PClhase sitalirected mutagenesis with pCER®I (WT) as template
was used to change the codon for Y387 (TAT) of ZPI into that of alanine (GCT), and
mutation was confirmed by sequencimg ZPl1 cDNA. Then, pCERZPI (WT) and pCEP4

ZPI (Y387A) were amplified in One SH8t Top10E.coli (ThermoFisher, France) according
WR WKH PDQXIDFWXUHUTVY LQVWUXFWLRQV

FreeStylé" 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 pCEP4ZPI (Y387A) by liposomemediated transfection. Briefly, 200 mL of
cells were transfected with 200 ug 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 (rhZPI) WT and rhZPI (Y387A) were purified similarly from media
by two successivehromatography steps on Hepa8epharose (GE Healthcare, France) and
Resource® (GE Healthcare). Briefly, 600 mL of media containing the rhZP! were applied
at a flow rate of 5 mL/min to a 5 mL Hepai$epharose column equilibrated in 0.1 M NaCl,
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

NacCl in the same buffer.

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

Resource®" 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, MO2ES, 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 bpdium dodecyl sulfate polyacrylamideslgelectrophoresisnd
pooled fractions containing pure rhZPI were concentrated by ultrafiltration wittD@(3Da
cutoff membrane on PBS buffer. The inhibitory activity of rhZPI against factor Xla and FXa

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

Peripheral blood was collected from healtdgnors with their informed consentine
volumes into one volumef 3.2% trisodium citrate (BD vacutainer® tubeB)ood collected
was diluted (1:1) in RPML640 medium (ThermoFigh 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 Yh@@id
atmospherevith the different proteins tested, in a volumel®f pL in 96-well cell culture
plate (VWR, France), before the stimulation by LPS (5 yL, at a concentraifalD ng/mL).
After a 4 h or 20 hncubationperiod at 37°Cwhole blood wasollectedand centrifuged

(2000 g, 10 minpndsupernatants westored at20°Cuntil cytokinedosags.
Isolationsof monocytes, platelets apdlymorphonuclear neutrophils

Peripheral blood was depleted in platelets by centrifugation at low spped (300 g, 10 min at
room temperature), and platetgth-plasma was discarded, theneripheral blood
mononuclear cells (PBMC)vere isolated from plateletepletecblood by FicoltPlaqué™

PLUS centrifugation (GE Healthcara) 300 g for 45 min. Cells were washed in RPMI 1640
medium, then resuspended in RPMI40 medium supplemeatl with 10 % fetal bovine
serum (Gibco, France), ®M Glutamin, 100 U/mL Penicillin and 100 pg/mL streptomycin
(ThermoFisher, France)n 96well cell culture plate, 90 pL of PBMC suspension Y10
cells/well) were prencubated 30 min with 10 pL of theroteirs testecandstimulated with 5

uL of LPSfor a final concentration of ng/mL.

Monocytes were isolated from lymphocytes by adherencd8well cell culture plates
(VWR). Briefly, PBMC (1.2x16 cells/well) were incubated5 min at 37°C in a 5 % GO
humd atmosphere, then 2 times washed with PBS buffelated monocytes were cultured in
270 pL of complete RPM1640 medium or RPM1640 medium supplemented with
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autologous plasma (10, 25 or 5Q0%M)onocytes were prancubated for 30 minwith 30 pL of
the proteins tested, and then stimulated with 15 pL of (Bt a final concentration of 1
ng/mL).

Polymorphonuclear neutrophi(f®MN) were isolated from fresh buffy coats prepared from
blood of healthy donorg-irst, leukocytes were separated from erythrocytes by sedimentation
on a separating medium containing Dextran T500® (Pharmacia, Sweden) in 0.9% saline.
PMN were separated froPBMC by centrifugation orFicoll-Plaqué” PLUS. Contaminating
erythrocytes were removed by hypotonic yé¢tsO) DQG 301 ZHUH UHVXVSHQGHC
buffered salt solution (HBSSYermoFisher Scientificsupplemented with 0.05%BS and

x Q0 + HTherMoFisher Scientif)c

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) arBH2nyalanytL-prolyl-L-
arginine Chloromethyl KetonePPACK (80 uM), and washed platelets were prepared as
described previously (Adaet al, 2003)

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

7KH NLW ZDV XVHG DFFRUGLQ fiongd/ Brigfhip QuiileDrirtkackllulibte TV LQV
membranes containing different capture antibodies were incubated at room temperature with a
blocking buffer, 200puL of plasma samples ave incubatedwith biotinylated detection
antibodyto a final volume of 1.5 mL at con 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. Streptadidih was incubated with
membranes for 30 min and after thremshes, aptured proteins are visualized using
chemiluminescent detection reagentis cytokine array kit detec$ simultaneously28
cytokines and chemokines: IFN IL-1., IL-1 , 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-1./ TNF-. CCL1, CCLZ2,

CCL5, CXCL-1, CXCL-10, CXCL-11andCXCL12

Measurement of cytokines/chemokines levels

Human and murine cykines (IL-6, TNF-. and CCIL-5) were measured using the specific
ELISA DuosetsassaysR&D System BeWHFKQH /LOOH )UDQFH DFFRUGLC

instructions

80



LPSinduced inflammation in mice

Housing and experiments were done as recommended byhFregalations and the
experimental guidelines of the European Community. This project was approved by the
ethical committee CEEA26 under the number APAFIS#5294607061607594.v2.

Female wildtype (WT) C57BI/6J mice (220g; 8weeksold) were purchased fno Envigo
(Gannat, France). The animals were maintained in patHogenconditions and handled

according to national and institutional guidelines.

Inflammation was induced in-&eeksold mice by intraperitoneal injection of LPS (0.1
mg/kg) in NaCl 0.9% owmwith rhZP1 (90 pg orl80 ug). Blood was collectedeforeand 2
hours after LPS administratiam retroorbital and intracardiac ways respectivelgsia was
separated by centrifugation (20 minutes; 1500g) and stor@d&E 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 congoms.
Studentt test was used when only two groups of mice were compared each othealde

less than 0.05 was considered statistically significant.
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Results

Recombinant huma&PI inhibits the synthesis of 413 IL-6, TNF Dand Macrophage
Inhibitory Protein1 (MIP-1) but increases the production of the chemokine-6QRANTES,

Regulated on Activation, Normal T cell Expressed and Secreted)

In order to identify a possible effect of rhZPI on the production of mediators of inflammation
in LPSstimulaed whole blood, we used a protein mienway 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 rhZPl (250 nM) or both LPS and ZPI. In
controk, no cytokines or chemokines were detected by the array, but surprisingly, in addition,
ZP1 alone induced a significant increase of C&I(fig 1). In the presence of LPS, a
significant production of IL13, IL-6, TNF~. -1RA, MIF, MIP-1 and CCL5 was oberved.

The production of IL1R3, IL-6, TNF. D Q G-10w&s significantly decreased in the presence

of rhZPI, whereas the induction of C&Lby LPS was enhanced by ZPI (fig 1) The secretion

of IL-1RA and MIF induced by LPS was unaffected by ZPI.

RecombinanhumanZPl dosedependently decreases the production e6land TNF. in
LPSstimulated whole bload

In order to confirm and characterize the inhibitions of theipflammatory cytokines It6

and TNF . observed on the array, increasing concentratioma£#®| (from 62,5 to 250 nM),
corresponding to 1 to-#bld 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. ZHUH TXDQ&Wand ANF. ZHUH VLJIJQLILFDQWO\
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).

Effeds ofpurified PZ or unfractioned heparin (UFH®n the inhibitory effect ahZPI on the
production oflL-6 and TNF . in LPSstimulated whole bload

As ZPI forms a complex with PZ, and as some biological effects of ZPI are potentiated by PZ
(for example tlk inhibition of FXa), we evaluated if the dowegulation of 1l-:6 and TNF .

in LPSstimulated 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 ¢ IL-6 or TNF. WDEOH $W WKH ORZHVW FRQFHQWUDW
alone has no significant inhibitory effect on the production e6lor TNF. EXW LQ WKH
presence of an equimolecular concentration of PZ (62.5 nM), a significant inhibifecy ef

was observed on the secretion of FINF WDEOH JRU WKH KLIJIKHU FRQFHQ)
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 1l-:6 and TNF. L Q {s}igulated whole blood. Increasing concentrations of
UHF up to 0.6 U/mL had no significant effect of the inhibitory effect off @ata not shown).

The inhibitory effect of ZPI on the production lbf6 and TNF . in LPSstimulated whole
bloodis conserved using the rhZPI (Y387A)

Tyrosine387 has been shown to lee P(1) residue at the reactive center of the ZP1 molecule
andrhZPI(Y387A), aform of ZPI in which tyrosine 387 has been changed to alanine, lacks
PZ-dependent factor Xand factor Xlanhibitory activity (Hanet al, 1999, Haret al, 2000)

To analyse the importance of the reactive centre loop (RCL) of ZPI, we sthdieffects of

the rhZPI(Y387A) on the proinflammatory cytokines production in LB8nulated whole

blood. As shown on fig 3hZPI(Y387A) had a significant inhibitory effect on the production

of IL-6 and TNF. LQGXFHG E\ /36 LQ ZKROH EORRG 7KH LQKLELW
slightly weaker that the inhibitory effect of rhZPl. ThiezPI(Y387A) inhibited also the
secretion of pranflammatory 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
antrinflammatory activity of rhZPl, but that most of aiflammatory activity is
indepeneént of the RCL.

The inhibitory effects ahZPI 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 ZPI could have an inhibitory effect even after thawétion of blood by LPS. As it

can be seen on figure 4, the inhibitory effect of ZPI on the production-6fdhd TNF. R Q
LPSstimulated whole blood was still significant when ZPl was added 1 hour after the
addition of LPS. This effect disappeared wizéti was added 4 hours after LPS stimulation.
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The inhibitory effect of ZPbn cytokine production by LPS activated monocygegiires a
cellular cooperation and the presence of plasma.

In order to better characterize the mechanisms of the inhibitory edfedtZPl on the
production of pranflammatory cytokines induced by LPS, we analysed the effects of ZPI on
purified cells. Surprisingly, ZP1 was unable to inhibit the production e6 lor TNF. E\
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 addedperipheral blood
mononuclear cellPBMC), (fig 5A) suggesting that a cooperation betw&gmphocytes and
monocytes is needed. In contrast, ZPI was inefficient to inhibit the cytokine production
induced by LPS when monocytes whereimmubated with washed platelets or purified
polymorphonucleafdata not shown). Lastly, a weak but significanttibitory effect of ZPI

on cytokine production by LRStimulated monocytes was observed in the presence of plasma
(fig 5 B), but only on the It6 production, suggesting that ZPI antiprotease activity could be
involved in its inhibitory activity on cytokie production. As ZPI, in the absence of PZ,
inhibits only FXla, we tested if the astiflammatory activity of the rhZPI was related to its
inhibition of FXla. However, the inhibitory effect of rhZPI was still observed when FXI
deficient plasma was usedstead of normal plasma. We studied also plasmas deficient in
factor XlI, FVIIl 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
6ard TNF. LOQGXFHG E\ LQWUDSHULWRQHDO LQMHFWLRQ RI /36

Lastly, we evaluated whether tirevivo 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, aloe or in combination with increasing doses of ZPI (90 or 180 ug). A
significant decrease of plasma TNFZDV REVHUYHG DW WKH G®wad RI —
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 CElin peritoneal lavage, but it did not

enhance the production of C&Linduced by LPS alone (fig 6B).
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Discussion

In the present work, we describe that the serpin ZPI exerts amiéeatnmatory activity, both

in vitro and in vivo. This effect requires high concentrations of ZPI, sinoeyitro, the
maximal effect on It6 and TNF. ZDV R E V H Ufgldighy$iolugi€al concentration. The

serpin antithrombin (AT) has been shown to exertsiaflfimmatory activityin vitro at very

high concentrations (20 Ul/mL)Oglschlageret al., 2002) and tise high doses required

vivo to reverse organ dysfunction in sepsis are associated with an increased bleeding tendency
(Hayakawaet al., 2016). Similarlyjn vitro, activated protein C (aPC) was shown to have
antrinflammatory properties at 201d the pghysiological 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-imaff@immatory

effects of the phsiological 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 RXE,inhibition of

which does not causespontaneousbleeding disorder Al-Horani & Desaj 2016)
Interestingly, the inhibition of FXla generation was shown to improve the suofivabuse

in a model ofpolymicrobial sepsisand to minimize the inflammatory responsevadl 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 despsred to exhibit an antinflammatory

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 Xl (FXlla) was recenslyown to induce the production

of pro-inflammatory cytokines by macrophag&&(lovaet 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. 7 X F N H \ROH2A)V TBe@efore, 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 antiammatory activity of rhZPI was conserved
even in FXI defient plasma and since the variant of ZRB87A) which has lost its
inhibitory activity towards FXla has still an amtiflammatory activity. It is to note that the
variant (Y387A) was slightly less efficient than the witgpe rhZPI to inhibit the produicin

of proinflammatory cytokines by LP&ctivated monocytes. Therefore, we cannot totally

exclude a participation of the reactive loop centre of rhZPI to explain itsnflathmatory

85



capacity, but most of the astiflammatory activity of rhZPI is indepelent of the active

centre.

The mechanism of aninflammatory activity of ZP1 is unclear. For AT and aPC, for example,

it was shown that they inhibit the nuclear translocationof N6 LQGXFHG E\ /36 DQG .
is necessary to induce the secretion of6land TNF. E\ P R QR Bé&Mthliageret al.,

2002; White et al., 2000). The amiflammatory activity of these proteins was detected on
purified monocytes. In contrast, we were unable to show an inhibitory activity of ZPl on
purified monocytes stimulateoly LPS as well as an impairment of NF% WUDQVORFDWLF
the nucleus (data not shown). An inhibitory effect of ZPI was evidenced on PMBC stimulated

by LPS, suggesting that a cooperation between both cellular types is mandatory for ZPI to
exhibit an antinflammatory activity. Surprisingly, we observed that incubation of ZPI alone
induced a rapid secretion of CEL(RANTES). CCL5 is stored in high quantity in platelets

and can be released by platelet stimulatidoriiey & 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). CCL5 is mainly produced by lymphocyte€dnlon et al.,, 1995)and we can

suspect than this secretion of G6lis necessary to decrease the productionrglammatory

cytokines by LPSactivated monocytes. Indeed, it was recently published @@t-5

efficiently inhibits therelease of E LQ UHV SR QVH dNARPVateptepré&senibh R Q
monocytes surfaceAMmati et al., 2017). In our whole blood model, we observed that
recombinant CCi5 decreased significantly the production ofdLand TNF. GDWD QRW
shown), giving onsistence to a role of the increase of €Clinduced by ZPl and the
concomitant decrease of-B.and TNF .

An interrelation between the PZ/ZPI complex and the inflammation pathways was previously
suggested by the report of Butschkau et al (2013) irdg;athatlevels of IL-6 andIL-10

were substantially and significantly increased indeficient mice compared to their wid

type littermates, whethey were submitted to generalized Shwartzmaeaction. They did

not observe any consequences of ZPlaikegficy 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 fferent, since murine ZPI has a higher molecular mass than human ZPI

(92 kDaversus72 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 ZPIl to -cegufate the
inflammation both in vitro and in vivo. As previously observed with alphantitrypsin,
another serpin positively regulated by inflammation, the mechanism(s) involved antk
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.

rhZPIl was added 30 min before the addition of LPS. Dots of the microarrays were integrated,
DFFRUGLQJ WR WKH PDQXIDFWXUHUYfYV LQVWUXFWLRQV
cytokines/chemokines induced by LPS whigkre considered arbitrarily as 100%. Results
(mean £ 1 SEM) are the average of 3 independent experiments.

(A): variations of CCE5 (RANTES), (B): inhibitory effects of ZPl on different
cytokines/chemokines. The antibody used in the array recognize bditir3&0d CCL4
(Macrophage Inhibitory Protein. DQ G %o S $<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 & dnd TNF. i
whole blood activated by lipopolysaccharide (LPS). Cytokines were quantified after 20 hours
(A, B) or 4 hours (C, D) of incubation.

rhZPl was added 30 min before the addition of LPS (10 ng/mL). Results are expressed as
percentages of H6 or TNF. S U &i@Xn 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 triplicatep ¥ 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 as compared

to the production focytokines in the presence of LPS alone
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Fig 3: Effects of therhZPI(Y387A) variant on the secretion of 4& and TNF. LQ ZKROH
blood activated by lipopolysaccharide (LPS). Comparison with-type rhZPl. Cytokines

were guantified after a 20 hoursubation.

rhZPI(Y387A) or rhZPI were added 30 min before the addition of LPS (10 ng/mL). Results

are expressed as percentages @b lor TNF. SURGXFWLRQ LQ WKH DEVHQFH
which were considered arbitrarily as 100%. Results (mean + 1 SEMharaverage of 3
independent experiments in triplicate. # ## 0.001 as compared to the production of
cytokines in the presence of LPS alone, 1¥*< 0.001 as compared to the production of
cytokines in the presence of witgpe ZPI.
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Fig 4: Inhbitory effects of 250 nM of recombinant human ZPI (rhZPl) according to when
lipopolysaccharide (LPS) is added to the whole blood.

rhZPIl was added 30 min before, simultaneously or 30, 60 and 240 min after the addition of
LPS (10 ng/mL). Results are expredsas percentages of-B.or TNRF. SURGXFWLRQ LQ
absence of rhZPI (controls) which were considered arbitrarily as 100%. Results (mean + 1
SEM) are the average of 3 independent experiments in triplicae<*®.01, *** p < 0.001

as compared to the mioction of IL-6 in the presence of LPS aloré.p <0 0.01,"" p <

0.001 as compared to the production of TNHLQ WKH SUHVHQFH RI /36 DORQH
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Fig 5: Effects of cellular cooperation and plasma on the inhibitory effects of recombinant
human ZP1250 nM) on isolated LRStimulated monocytes

rhZPl was added 30 min before the addition of 1 ng/mL of LPS (A) Effects of ZPI on
peripheral blood mononuclear cell@) Variations of I-:6 production by LPS activated
monocytes in the presence of ZPI (250)revid increasing concentrations of normal plasma.
(C) Variations of 11-6 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 percentagésytokines 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(Ajice.
variations of plasma H6, TNF. D QG -Q48e¥els, (B) variations of CGb in peritoneal

lavage.

rhZPl (90 or 180 pg) was injected simultaneously with 0.1 mg/kg LPS in mice
(intraperitoneal injection). Mice group control (n = 9), mice group ZPI 9@nug 8), mice

group ZPI 180 pg (n = 5) Plasma and peritoneal lavage were collected 2 hours after LPS
administration. (A): variations of plasma-8, TNF. D QG -Q4&e3els, (B) variations of
CCL-5 in peritoneal lavage. Results are expressed as percenfagg®kines/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 (rhZPl) on the secretianf IL-6 and TNF. L Q {s}igulated whole blood.

rhZPl and PZ were added 30 min before the addition of LPS (10 ng/mL). Results are
expressed as percentages of inhibition e6lar TNF. SURGXFWLRQ 5HVXOWYV PH
are the average of 3 independ experiments in triplicate. f < 0.05, * p < 0.01, ** p <

0.001 as compared to the production of cytokines in the absence of ZPk U.01 as

compared to the effect of ZPI alone
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Résultats supplémentaires

Le ZPI diminue, de maniere dedépendate, la sécrétion de cytokines pnoflammatoires

induites par le LPS dans un modglevitro en sang total. Ces observations ontc&gfirmées

invivo GDQV XQ PRGqOH GTHQGRWR| p& pdeintaggitdhehl@ddi W LR Q C
souris En sang RWDO OH YDULDQW =3, < % TXL QYD SOXV G
OTLQGXFWLRQ GfXQH PXWDWLRQ DX QLYHDX GH VD ERXFC
antrinflammatoires. Donc, le ZPl possede un effet-arftammatoire indépendant de son

adivité anticoagulanteCes propriétés conferent au ZPI un intérét potentiel dans le traitement

GX FKRF VHSWLTXH 'H SOXV OH =3, LQKLEH OH );,D GH O
montréecomme pouvanaméliorer la survie dans des modéles de samighoc septique.

'‘DQV OYDUWLFOH TXH MYDL SUpVHQW ppéripreAly d® MmRRQV X W L (
Toutefois ce modele a une limitation certaine, car le ZPl humain a des caractéristiques
différentes du ZPIl murin (masse moléculaire de 92 kDZRlumurinversus72 kDa pour le

ZPl humain, vraisemblablement en fonction de glycosylations différentes). De plus,
OTLQMHFWLRQ GH /36 QH SHUPHWSsS®@apés @HsegdisSIléRBAekeUH OF

ligature et ponction caecale (ClPsemble étre umodéele plus relevarf72).

Pour établir le modélm vivo présenté précédemment, nousras donc recherché la durée de

vie du rhZPl injecté a la souris.

Deuxiemement, comme les protéines recombinantes peuvent avoir des glycosylations
GLIIpUHQWHY GH OD SURWPLQH HQGRJgQH QRIXXPIALRQV H

injection hydrognamique.

-{DL FRPPHQFp SDU PHWWUH DX SRLQW OD WHFKQLTXH HQ
HW OfLQWHUYDOOH GH WHPSV QpFHVVDLUH SRXU DYRLU
plasma des souris. Par la suite LRC a été réalisée chez lasis le jour correspondant a
OIDWWHLQWH GX SLF GXLwdXig de©4oMiB Britkelld rolip@iéietds ,
JURXSH FRQWU{OH D pWp FRPSDUpH SRaiuplassatiquerelettU O T H |
de ZPI.
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Matériels et méthodes

ProGXEFWLRQ GHV SODVPLGHYV SRXWIHOTLQMHFWLRQ K\GURG\Q

/1$'1 FRGDQW SRXU2W) éte3nsé&r&XdansQe vecteur pLive entre les sites NHel

et Xhol (Eurogentec, Belgiquela transformation lérienne a étécalisée avec le kit One

6KRW 723 7TKHUPR)LVKHU SHUPHWWDQW -ZPImBtS®O LILFDW
contrble pLive vide.Apres leur extraction, les plasmidesnt vérifiés par digestion
enzymatique avec NHel et XHOY XLYLH GJUDRWLRQ VXU XQ JHO GTDJDURYV

Souris

Les souris utisées étaient des C57BL/IBHPHO OHV G { H QfyurriieR @ar EnvigoH W
(Gannat, France).
LademiYLH GX UK=3, D pWp pYDOXp S Ddrbidefre @MHIEBWERNQ SDU O
= 3 souri$, soit un taux plasngue qui serait a 45 pg/mL en supposant que la souris a 2 mL
de sang circulant.U?s des prélévementstré-orbitaires avaient été effectués 5 min, 1 h, 4h,

K HW K DSUqV OfLQMHFWLRQ /H SODYVP&ngWmib,pFXSpU
1500 g) puis conservé-a0°C pour le dosage du ZPI.
3RXU OYDQDO\WVH GH OD FLQPWLT X HesGddrisalbiRr@EeFrdWiseR) G X =3
en 2 groupeg5 souris/groupe)un groupe recevant le vectepkive vide (contrdle) et un
groupe recevant pLiv&PIm. Une injection de 100 pg de plasmides (dilué dans du sérum

physiologique) par souris était réalisée.

La ligature et ponction caecaleRC)

/D OLJDWXUH HW SRQFWLRQ FDHF D,@HKroDpgsWepsduisoOdéy pH M
constitués

- Groupe L 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 protocolepour b LPC suitles recommandatiorde Rittirsch et coll(274). Brievement|es
souris anesthésiées (injection intrapéritonéale de buprénom@j@ifeng/kgpuis isoflurane)
étaientrasées et désinfectées a la bétadineniveau dH O | D E GURsPuA€dparotomie

médiane de 1;2 cma été réalisée. Le caecum €faar la suite exposé, ligaturé a sa base,
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puis perforej OTDLGH G X Q Hpdoiek¥tigb€aide la matiere fécale. Ensuite, le
caecumeétait remis dans la cavité dominale VXLYL GTXQH VXWLEY $OUSEGRP L Q
avaient recwneinjection souscutanée de Nal 0,9 % (3 mL/100 gavant leur réveil, puis

remisesen cage individuellement.

La séveérité du modele dépend de la longueur du caecum ligaturé, plus la Sgdacée est

longue, plus le modeéle sera sévére. Nous avons choisi un modele sévére avec au moins 75 %
de caecum ligaturé.

La méme procédure chirurgicale étaftfectuéeaux souris du groupe contrdle appelé

«Sham» j OfH[FHSWLRQ déld p&forafoh &&eva¥.UH HW

Un prélévenent retreorbital avait été réalisé avargtun MRXU DSUqVpafiBsSH UDWLR
groupes de sourigles prélevementsupplémentaireapres7et 1 MRXUV GH t@%,+ DYDL
effectuégpour les souris contlés. Une numérabn sanguine est réaliséeec le sang préleve

sur EDTA —/ GT('73% 0 SRXU J ReKle/phasina estibiteMuBPRES une

double centrifugation (2000 g, 10 mid) sangpuis conservéa -20°C pour le dosage du ZPI

murin.

Pour déterminer la courlme survie dans les deux groupd2C, 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 ZBumain

& T HMWELISA sandwich» dont le protocole a été développé dans notre laboratoire.
/ITDQWLFRUSVesGuh dnticSrigé Xdg Hhouton adill (ABIN 572295, Molecular
Innovations, USA), utilisé & 5 pg/mL dans un tampon contenant 50 mM de carbonate
(NaCO;, NaHCQ S+ &HQW —/ VRQW GpSRVpV GDQV OHV SX
puits (Maxisorp, ThermoScientific). Apres avoir laissé la plaque pendant une nuit a 4°C, les

100 pL sont éliminés par retournement et les puits sont lavés 3 fois aveolutien de PBS

additionné de 0,1 % de Tween (PBY 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 uL/puits) et misubéngendant 2 h, puis aprés 3

lavages au PBY —/ GIDQWLFRUSV GH U4ZPIpde bndutoR Qoup2QWLFR
directement a la peroxydase) (ABIN 572298, Molecular Innovations, USA), a la
concentration de 5 pg/mL dans du PBS additionné de 1 % deeBSA % de tween 20, sont
déposés. Les puits sont lavés 3 fois avec du-PBS le substrat de la péroxydase

(tétraméthylbenzidine, TMB, Interchim, Montlugcon France) est ajouté (50 pL/puits). Apres 5

101



min de révélation, la réaction est arrétée avec uhgiao de BSO, | 0 HW OYDEVRUED
est lue & 450 nm sur un spectrophotometre.
/D JDPPH GITpWDORQQDJH HVW UpDOLVpH DYHF XQ SRRO GH

une concentration théorique de 4 mg/L de ZPI.
Westernblots

- 3RXU O1D Q D @iwedduzRI edomGimant humain (rhZPl) chez la souris, une
guantité de 10 ng a été déposé comme contrble et les plasmas de souris sont dilués a
1/20 (20 pL/dépots).
- Pour le dosage du ZPI murin, une gamme de pool de plasma de souris (dilutions
1/10, 120, 1/40 et 1/80) et les plasmas des souris contenant le ZPI & doser (diltuion
1/40) sont déposés en gel pour la migratkih|{L/deépbts).
La migrationdes échantillonse fait sur un gel-42 % de polyacrylamid&luPAGE® Bis-
7ULV PP G 1 p5Sohik WhermoBisher Scientificles échantillons sont dilués dans
du tampon Laemmli (62,5 mM de T4#$Cl a pH 6,8, 2 % de SDS, 10 % de glycérol, 0,004 %
GH EOHX GH EURPRS Kmpe@&®eéthdanM), puis @éhaturés a 100°C pendant 5
min. Le marqueur depoids moléculaireitilisé 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 M{PisermoFisher Scientifjc Les protéines
sur le gelsontensiite transférées sur une membrane de nitrocellu{éseersham Protraff
0,45 pum, GE Healthcarel.a membrane est par la suite saturée avec 5% de BS/A déuns
du Tris-Buffered saline 7% 6 SHQGDQW DX PRLQV K HoXrbie e6Q V X LW H
dilué dans du PBS avec 1% de BSA et incubé toute la nuit al48@embrane esnsuite
lavée trois fois pendant 10 min avec du TBS contenant 0,1 % de Tween20, et incubée pendant
KHXUH j WHPSpUDWXUH D P EdePoQdaild dabsY HF TEBSTODQ@ WLFR U
chimioluminescence est ensuite analysée par ajout du suestrahced chemiluminescence
(ECL) (Piercé" ECL, ThermoFisher Scientific).

- Westernblot antZPl humainn OfDQWLFRUSVY SULPDLUH HVW DMRXYV
0,6 pg/mL (ref: ABIN572295, Antibodies.olH FRP HW OYDQWLFRUSV VH
anticorps antmouton couplé a la peroxydase (Jackson IR, Angleterre), dilué a
1/20000.
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Westernblot anttZPl murin: OfDQWLFRUSYVY SULPDLUH HVW DMRXWg
pg/mL (ref: ABIN2000749, Antibodies.olQH FRP HW OfYDQWLFRUSV VI
anticorps antlapin couplé a la peroxydase (Abcam), dilué a 1/20000.
/TLQWHOQWMLMme @Gdtrespondant au ZPlabtenue en westerrblot était

guantifiée par le logiciel Image, puis normalisée par rapport a@€OH GH OTDOEXP
pour chaque sourisif D FRQFHQWUDWLRQ GX =3,P GDQV OfpFKI
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 demiie trés courte apres une injetiintraveineuse cheasouris

Une administration par voie int@éritonéale du rhZPI diminue la sécrétion des cytokines
proLQIODPPDWRLUHY LQGXLWHYV SDU XQH LQMHFWLRQ GH /3
protecteur du ZPI dans un modele deakeptique, nous avons commencé par évaluer la
demtvie du rhZPI pour une éventuelle administration systémique. Le r{f&Plg) a été

administré par le sinuetro RUELWDLUH HW VDFKDQW TXTXQ WDX[ SOC
pg/mL étaitattendueapréesOYDGPLQLVWUDWLRQ —J P/ HVW GRVp GL

O 1L Q Mflgiar) R Q

Figure 1: Elimination du rhZPI aprés une administration par le sinus retro-orbitaire

chez la souris.

'RVDJH GX UK=3, j GLIIpUHQW YV WarbRa& (A) Bal GLVSAHle @M HF W L R (
plasmatique est > 10 ug/mL (B) en westétat. /H =3, D pWp LGHQWLILp SDU O
ABIN572295, Antibodies.online.com) qui ne reconnait que le ZPI humain

[ILOMHFEFWLRQ K\BEHYRB UPHRY TXID X J Pothenvitique de FPWEBeX [a

souris.

/1,+ FRQVLVWH j OfLQMHFWLRQ UDSLGH GYfXQ YROXPH LPS
(ZPIm) au niveau de la veine caudale des souris. Nous avons commenégfjgarsi le taux
plasmatique de ZPIm peut étre manté @r cette technique, pudétermiré la cinétique de
SURGXFWLRQ GX =3, PXULQ GDQV OH SODVPD GHV VRXULV I
GX WDX[ SODVPDWLTXH GX =3,P HVW (BE Y HU¥pHO,00 RXUV D
avec un pic de conceation atteint a (J4)259 + 36 %,p < 0,001) et une diminution
SURJUHVVLYH (M8¥YT5)] 7RXWHIRLY OYDXJPHQWDWLRQ UHVYV
J7(157 = 8 %)Figure2)
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Figure2: & LQpWLTXH GH OfDXJPHQWDWLRQ GXqWIDX[LCGRBVRDY
hydrodynamique chez la souris

Représatation du taux plasmatiqueed=3,P DSUqV OfLQMHFWLRQ K\GURG\
VRXULVY RQW pWp SUpOHYpHV | GLIIbBWbbugsVpar gvbBpx oY é@SUqV (
observées*** p< 0,001 par rapport autaux de ZPIm dans le contrélgroupe pLivé.

S5pDOLVDWLR @d&IH ligatiireretpXrictioh caecald>C)

$ILQ GIDQDO\WHU OfHIIHW SURWHFWHXU GIXQ WDX[ pOHY
septiquenous avons décidé de réalide modele de choc septique (LPC MRXUV DSUqV Of

Aprés la LPC, les souris opées présemgient des signes comportemamt de choc
(déplacementimité et asthénie), aine numération sanguine caractériséeupa leucopénie
et une thrombopénie (figuB.

Une vérificationGH ODXJPHQWDWLRQ GX WDX[ SODVPDIWdTXH GX
malgré une moyenne plus élevée du taux de ZPIm dans le groupe pBivé VRXULV QTR
SDV HX O&ibnXsdbehdi@e, deux dans le grougeC et une dansel groupe Sham»

(figure 4).

Les 2 souris qui ne présentaient pas une augmentation de leur taux plasmatique de ZPI ont été
exclues dans la reprégation de la courbe de mortalité. Les deux groupes de souris (pLive

LPC) et (pLiveZPImLPC Q 1D Y D L HeQdiffer&nioev/sighificative concernant desurvie
apres le choc septique (figurg 5
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Figure3: Taux des plaquettes et des leucocytes chez les souris aprdsig.

Les souris ont été prélevéstf@orbitaire) avant et aprés 1aPC (ou Sham). Les valesdes
taux plaquettaires et leucocytaires avant la chirurgéprésentent la valeur des contbles
(Ctl), puis les souris ont égeparéeen deux groupesgroupe Sham et groudePC. ***p<
0,001 par rapport aux souris du groupe Sham.

Figure4 : Augmentation du tDX[ SODVPDWLTXH GX =3, FKH] OHV VRXU
hydrodynamique.

(A et B) westenblot réalisé avec les plasmas des souris du groupe pLive ou-pPive 4

MRXUV DSUqV OYLQMHFWLRQ K\GURG\QDPLTXH & UHSU
TXDQWLILFDWLRQ GH OfLQWIBHQVLWp GH EDQGHYVY HQ ZHVWHI

Figure5 : Courbe de mortalité des deux groupes de souris (pLiveu (pLive-ZPIm)
apres laLPC.
Groupe pLve, n=5 et groupe pLiv&ZPIm, n =3

106



Augmentation du taux plasmatique du ZPIm suitechilrurgie

/IH =3, HVW XQH SURWpPLQH GH OfLQIODPPDWLRQ LO D pWp
notamment aprés une ovariectomie chez la ferfipd_e taux de ZP| danes plasmas des 4

groupes de souris ont été dosés. Dans les deux groupes Sham (pLive &Rimye une
augmentation du taux plasmatique de ZPI a été observée que ce soit chez les souris du groupe
pLive-=3,P GRQW OH WDX[ pWDLWd&p M groupe-pYipe \DAAsWE$deuO T, + |
groupes qui ont eu la LPC, les résultats sont hétérogénes, une augmentation est remarquée

seulement chez une souris du groupe pLive et chez 2 souris du groupZpliavéfigure 6).

Figure6 : Taux plasmatique du Z°I chez les sourisayant eu ou non laLPC.

'RVDJH GX =3,P GDQV OHV SODVPDV GH VRXULV j GLIIpUH
représente une souris. (A) Groupe Sham, divisé en deux sous gralyes vide en bleu et
pLiveZPIm en rouge. (B) groupePC, divisé en deux sous groupegLive vide en bleu et
pLiveZPIm en rouge.
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Discussion et conclusion

Le rhZPI est éliminé rapidement suite a une administration systémiquedréitiaire) chez

la souris, en absence de toute stimulation externe. Migri) % de la quantité administrée

HVW UHWURXYpH GDQV OH SODVPD GHDO/IRXWIPH Q W HXHK H/ D

des acides aminés composants les deux protéines, ZPI humain et murin, ont pourtant prés de
GTKRPRORJLH PDLM rapidd deHa GrouddionGéngulne chez la souris

PDUTXH OD EDUULqQUH GH OYHVSqgFH

De ce fait, fLOQMHFWLRQ K\BUREE\ Qi podrrtaugmenter la concentration
SODVPDWLTXH GX =3, FKH] OD V Roasldte/a ukefihjdotiapid@tc WHFK QL
VHFRQGHV GYXQ YROXPH GH SODVPLGHV UHSUpVHQWDQW
veine caudaleles plasmides injectés vont passer par la veine cave et transfecter les cellules
hépatique et permettre la production de la protéiRe@QW Of3$'1 FRGDQW pWDLW FFR
plasmide(275). Cette technique est souvent utilisée dans notre laboratoire, par exemple pour
OYDXIJPHQWDWLRQ éevrand/ddez[laGdifB)QY TLOQKMHFWLRQ K\GURG\QI
SHUPLV GYDXJPHQWHU OH WD 3DfDis/dhe&x\Wes Joxrs taidéspdr, | HQ
rapport aux souris controledH SLF GYDXJPHQWDWLRQ HVW REWHQX L
diminue progressivemenQ RXV DYRQV GpFLGp G fidMaksdrQeGdinds &bt V MR
souris de retrouver une numérateaguine RUPDOH DSUqV OT,+

Le modéle de choc septique réalisée chez la souris a été la ligature et ponction cB€ale (
&THVW XQ PRGqOH GpFULW FRPPH SHUPHWWDQW HQ XWLOL
physiopathologie du choc septiqleK H] O 1 K2ZRAB RaHsurvie des souris entre le groupe

traité et le groupe contrble aWp FRPSDUpH SRXU DSSUpFLHU OfHIIH
plasmatique élevé de ZPI chez la souriD XFXQH GLIIpUHQFH VLIJQLILFDWLYF
OD VXUYLH GX JURXSH WUDLWp SDU UD S-tifamwatddeddr R Q W U {
ZPl que nousavons observé en sang total nécessite au moins 4 ou 5 fois la concentration
physiologique du ZPIl GRQF LO HVW SRVVLEOH TXH OYDXJPHQWDWLE
ne soit pas suffisante. De plus, le nombre de souris dans les deux groupes coomparés s

faibles.

Le taux plasmatiqgue du ZPI augmente chez les souris aprés une simple chirurgie, en effet dans
OH JURXSH 6KDP R+ LO QT\ D SDV HX OYLQGXFWLRQ GH OD
=3, HVW REVHUYpH VE€UHPHQW H@ ZPp $tBMD Vrid prot@rfeL@IODPP |
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OfMLQIODFEY ansl&goupeL,LPC OTDXIJPHQWDWLRQ QIHVW SDV UHV
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 gewPI

étre de a une consommation.

Pour conclure, I DXJPHQWDWLRQ GX WDX[ SODVPDWL Fétrelp&H =3, LC
suffisante pour que le ZPI puisse avoir un effet sur la survie des souris en choc septique, une
injection de ZPI recombinant murpourraitétre envisage, cccHUPHWWUDLW GIDGPL(
quantité plus importante de ZRurin.
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2*Mpartie : (WXGH GH OJLPSDEW GHV 1(7V VXU OfDFWL
ZP|

Introduction

/ITLQIODPPDWLRQ HW OD FRDJXODWLRQ ¥tRi@WMenGlidsKAUPpFDQL
FRXUV GITXQH LQ I GdedgrdnMatidr Qedpblynudtiéaires neutrophiles suite a leur
activation va entrainer la libération, entre autres, des médiateurs toxiques et des protéases
FRPPH O p&uloghNeD(EN la cathepsiea G ou la myéloperoxydase. Ces protéases

sont capables de cliver les inhibiteurs physiologiques de la coagulation, comme
OTDQWLWXRY RAEAL(QS8278)et la protéine $279), favorisant ainsi l@oaguhtion

et la IRUPDWLRQ GI1XQ Uplusl BExemBient, | lgpEoductiphl de Neutrophil
Extracellular TrapgNETS), appeléeNETose par les polynucléaires neutrophilestivésa été

mis en évidenceLa NETose esune forme de défense par laquelle les polynucléaires
neutrophiles libénmet un réseau a fibres de chromatines FRPSRVpV GY$'1 HW GY{KL
décoréde protéirs granulaires des neutrophil&RQW Of(1 HW Oles NEW#tHSVLQH
pour fonction premiere de mér les microorganismes pathogénes dans un environnement

riche en enzymes bactéricides, pour éviter leur disséminafiassberg et callont montré

qgue OHV 1(7V VRQW FDSDEOHV GILQGXLUH XQH WKURPERVE
inhibiteurs physiologiques de la coagulation comme le Mdles protéases a leur surface

(158)

Le ZPI est un anticoagulant physiologique isolé en 1998 et dont la relevance physiologique a
pWp PLVH HQ pYLGHQFH FKH] OHV VRXULV GplILFLWDLUHV H
importante par rapport aux sourisauvages dans desnodéles de thrombosddous nous

sommes donc intéressés aux interactions NEPTS, 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,
PaysBas), et le FXa distribué par Stago (France).

/I TpODVWDVH 1H X ldlR&WesChdmaifdrovient de che&SigmaAldrich (ref.
E8140).

/ 1 D O SaHtirypsine (AAT) était de cheBSigmaAldrich.

La DNase | est une enzyme fournie pi@w England bitabs(France)

Isolement des polynucléaires neutrophéedlETose

Les polynucléaires neutrophiles (PNN) sont isolés a pddirsang par élimination des
JOREXOHV URXJHV VXLYL GTXQH F HRayud' PXUIDIW tufodeH Q X W L
PNN est reuspendu dans ddank's Balanced Salt SolutiddBSS (Dominique Dutscher,

France) supplémenté par 0,5 % 8epUXP GH Y HDSVFI{GMEO THeMnoFisher

Scientific, lllkrich, France) & une concentration de 3cHllules/mLaprés comptage sur une

cellulede Malassezl.es PNN sont mis en culture & une concentration de 2,6elldles/mL

dans une plaque de cultur® 4uits (ThermoScientific) ou 3,10 cellules/mL dans des

chambres de culture a 8 compartimentsab{Tek |I™

en plastique Permanox,
ThermoScéntific) et laNETose est induite par incubation a 37°C des PNN pendant au moins
3 heures avedu phorbol 12myristate 13acetate(PMA) (Calbiochem, MerciMillipore,

France)a une concentration finale 88 nM dilué dans du HBSS.

Incubation du ZPI sur |IeNETs

Apres induction de la NEToses burnageant cellulaire est élimipér aspiratioret remplacé

par 90 pL de HBSS contenant le rhZPI (50 pg/mlgn présence oan absencele PZ B0

pg/mL) et en présence ou non d'AAT (250 pg/mL). Aprese incubation pestant 1h, 2h, ou

17ha 37°C, le surnageant contenant le rhZPl incubé sur les NETs a été collecté, centrifugé a
16000 g pendant 10 min pour éliminer tout débris cellulaire, puis le surnageant a été conservé
a-20°C pour les analyses gualitatives suivargses avoir collecté le surnageant contenant

le rhZPI incubé sur les NETs, ceakont été 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 étdemdé, centrifugé a 1600 g pendant 10 min pour éliminer

tout débris cellulaire, puis le surnageant a été conser2@°€ pour les analyse qualitatives

suivantes.
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Immunofluorescence

Apres incubation avec le rhZPl, en présence ou en absence de PZASHTRdes cellules
sont fixéegpar 100 uL de paraformaldéhyde PFA (4)%endant 20 min. Ensuite, le PFA est
éliminé pardeux lavagesavec du PBSetle Lab TekM est incubé a 4°C toute la nuit en
présence de 1% BSAL50 uL/puity. Ensuite, I D Q W L F RAPIS (vef: DABN372295,
Antibodies.online.comhp la concentration d&0 pg/mL (150 uL/puits)est ajouté Apres 1

KHXUH G 1L gRSEDIWILRIGIV O TDQWLFR U bantivhbiufoR fueréstantH —J
(Alexa 594 Invitrogen ThermoFishgest incubé endant 1 heure. Enfitg lame est séchés
le liquide de montagéSouthern Biotech, USAgontenant du 4';8iamidino-2-phénylindole

'$3, HVW DMRXWp SRXU REVH Wi Hppaisseheh LD PisQ@&VV GT3$
OfREVHUYDWLR&3WXNMPLFURVFRSH

Electrophorésen gel de polyacrylamide et dodecylsulfate de sodBBSPAGE)

La migrationdes milieux réactionnekse fait sur un gel-42 % de polyacrylamidBuPAGE®
Biss7ULV PP GYpSDLVVHXU 7KId éRantihoksHsbnt @lifuesHdaai L | L F
tampon Laemmli (62,5 mM de TrldCl a pH 6,8, 2 % de SDS, 10 % de glycérol, 0,004 % de
EOHX GH EURPRSK prigeReé@ptodthahol), pugsHiénaturés a 100°C pendant 5 min.
Le marqueur de poids moléculairglisé est le 4restained 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 MOPShermoFisher Scientific Aprés migration, le gel est
FRORUp DYHF GM&fedgonWwBA.W % O X H

Pour la mise en édence des produits de clivage de faible poids moléculaire (< 10 kDa), la
migration des milieuxéactionnels se fait sur un gdlR Y H [ B20% Tricine Protein Gels]l

mm G § p S D,L1V puitsXlLes échantillons sont dilués dans du tampdnine SDS Sample

Buffer puis dénaturéa 100°C pendant 5 miha migration se fait a 100 V pendant 2 h dans

un tamponTricine SDS Running Buffeta coloration estU pDOLVpH HQ QLWUDWH GT

kit SilverQuest (ThermoFisher ScientifiqQyour améliorer la sensibilité.
WesternBlot

Aprés migration sur gel, les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose
(Amersham Protrd' 0,45 pm, GE Healthcarel.a membrane est par la suite saturée avec
5% de BSA dilué dans duTris-Buffered salingTBS) pendant au moins 1 heure. Ensuite,
OTDQWLFRU 28 ajp@évdla concentration de0,6 pg/mL (ref: ABIN572295,
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Antibodies.online.comililué dans du PBS avec 1% de BSA et incubé toute la nuit a4°C.
membrane esénsuitelavée trois fois pendant 10 min avec du TBS contenant 0,1 % de
7TZHHQ HW LQFXEpH SHQGDQW KHXUH j WHRM®ptoDW XUH
couplé a la peraydase (Jackson IR, Angleterre), dilué a 1/20000 dans du TBS. La
chimioluminescence est ensuite analysée par ajout du subistraiced chemiluminescence

(ECL) (Piercé" ECL, ThermoFisher Scientific).

Activité antiFXla du ZPI

La réaction enzymatique a étlisée dans un tampdmS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH

7,5), avec 0,1% de polyéthyléne glycol (PBBG00 et 0,1 % BSA.Le ZPI (42 uM) est
incubé avec le substrat chromogénigi®2166(1 mM, BIOPHEN™, Hyphen Frandesous

un volume de 20 pL. Les réactis concomitantes d'hydrolyse du substrat catalysée 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 ZP$ubstrat.

Activité antiFXa du ZPI

La réaction enzymatique est réalisée dans un tarmp& (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH

7,5), avec (1% de polyéthylene glycol (PE&000),0,1 % BSA et 10 mM de CaGl Le ZPI

(100 nM) est incubé avec le substrat chromogén@®EL65 (2 mM,BIOPHEN™, Hyphen

Francg en présence dé’Z purifiée (100 nM) et de phospholipides 50 uM, 60 %
phosphatidylcholine, 20 % phosphatidylserine et 20 % phosphatidylethanolasaiurse)un
volume de 50 uL. Les réactions concomitantes d'hydrolyse du substrat catalysée par le FXa et
d'inhibition du FXa par le ZPIl sont déclenchées faout de 50 puL de FXa (5 nM) au
mélange ZRPZ-PL-Substrat.

Technigue de séguencage

Le séquencage terminal des produits de clivage du ZPI a été réalisée par la méthode de
microséquencage d'Edman sur latgforme de Protéomique PISSAROMR 6270 CNFS-
Faculté des Sciences de Rouen
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Résultats

Fixation du rhZPI sur les NETs

Tout comme d'autres protéines plasmatiques, le rhZPI, incubé sur les iNEl®, est
capable de se lier de facon spécifique aux fibres de chromatine extracellwdaifdaments
GT1$'1l FRQVWLWXDQW OHV 1(7V OLEpUpV sriDtdlotésien Bdul D X FF
par le DAPI Le rhZPImis en évidence par immunofluorescence, apparait en eiugest
ORFDOLVp VXU OHV ILODPHQWYV G1%'1 FRQVWLWXDQW OHV 1

Figure 1: Fixation du rhZPI sur les NETs en immunofluorescence

$SUgqV LQGXFWLRQ GH OD 1(7RVH OHV 311 OLEqQUHQW OHYV
bleu) décorées de protéines. En présence de ZPI, une fixation de ce dernier est observée (en
rouge) etLO HVW ORFDOLVp VXU OHV ILODPHQWYV GY%$'1 ORUVT X
violet).

Clivage du ZPI suite a sa fixation aux NETs

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

des NETSs, puisque I'EN et la CG catalysent la dégradation du TFPI piégé dans les filaments

115



de chromatie extracellulaire. Ainsi nous nous sommes demandés si les NETs avaient un effet

sur le ZP1 et ses propriétés anticoagulantes lorsqueaedtait adsorbé sur leur surface.

Lerh=3, HVW LQFXEp VXU OHV 1(7V j GLIIpUHQWrVabdeHdeSYV GTIL
G 1 $ $lZe surnageant des NETs contenants le ZPI libre a été collecté pour une analyse du

ZPI| par westernblot. En DEVHQFH G{$$7 XQ FOLYDJH GX =3, HVW RE
G 1 X QH de bl@GHle masse molécula{emviron 56 kDa)Figure?2).

Par ailleurs, le ZPI fixésur les NETs a aussi été collecté par dégradation des NETs a la
DNase. La fraction de ZPI liee aux NETs subit aussi un clivage libérant un fragment de 56
kDa mais la cinétique de clivage du ZPI lié aux NETs est beaucoupaplige que celle du

ZPI libre dans la surnageant des NETs. En effet le clivage du ZPI libre est obserwinapres
incubation prolongée de 17dur les NETSs, tandis que le ZPI lié au NETs est d&gaque

totalement clivé aprés 1dincubation sur les NEST

Ce clivage du ZPI, qu'il s'agisse du ZPI libre dans le surnageant des NETSs, ou de la fraction
de ZPI liée aux NETSs, est totalement inhibé lorsque l'incubation est réalisée en présence
d'AAT, suggérant que le clivage du ZPst catalysé par I'EN ou d'aes seringprotéases
neutrophiles inhibée par I'AAT.

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
DEVHQFH -anfittymsB& DAAT). Le surnageant cellulaire (encadré rose) la
suspension contenant les protéinegdis aux NETs (encadré violetht été analysés en
westernblot (gel de 412 % de polyacrylamide).
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3 HUW #attidi&Har@idbagulante du rhZPI @ontact des NETs

Le ZPI inhibe le FXla seul et le FXa en présedeeses cofacteurs (la PZ, les phospholipides

et le calcium)Nous avons montré que le ZPI est clivé suite a sa fixation sur les NETS, nous
DYRQV YRXOX YpULILHU SDU OD VXLWH VL FH FOLYDJH HQW
ZPI.

LerhZzPlaép LQFXEp DYHF OHV 1(7V HW OYDFWLYLWp DQWLFREL
a été analys® /TLQFXEDW L RO p@senteKMBTs VIDFFRPSDJQH GH OD SH
des activités antFXla et antiFXa (Figure 3) ,O IDXW UHPDUT XH UctiVid¢iuFHW W H
rhZPl apparaités 1 I HXUH GILQFXEDWLRQ DYHF OHV 1(7V DORUV T
OH FOLYDJH GX UK=3, DYHF OLEpUDWLRQ GYXQ SURGXLW
GILQFXEDWLRBDtHQ :HVWHUQ

Figure3 : 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 rhZPI qui a été incubé 1 h, 2 h ou 17 h (courbe
orange, rose, et violette respizeiment) 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 ctacteurs (50 nM de PZ, 25 uM gnospholipides et 10 mM de CaCl /fDFWLYLWp G
FXa en présence du rhZRicubé 1 h ou 2 h avec les NETs 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 protdalisear
les enzymes a la surface des NETs. Cependant, malgré la présence de la PZ, le rhZPI est fixé

a la surface des NETSs et perd tout aussi bien la totalité de son activité anticoagulante.
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&OLYDJH HW LODFWLYDWLRQ GXHBMK=3, SDU OfpODVWDVH QF

Le clivage du rhZPI a la surface des NEEfant LQKLEp HQ SUpVHQFHdaE$$7 QR
pPLV OfTK\SRW K qge ouvxit-etrielH) 5 & L WD SdathanOgfi€ blusieurs potentiels
VLWHV GH FOLYDJH SDU Of(1 VR QW Poud\wéffigrtette MypotieseO D Vp T
QRXV DYRQV UHJDUGpP OTHIIHW G 9 X Q hHutifi@d- KnEppe¥éhde Qe GH U K
P8 P/ GYT(1 GgqV PLOXWBWY GKEQFXBDWERQYp DYHF OfD
bandede plus faible poids moléculai®6 kDg comparable a cellenduite par les NETs
(Figure 4A) Curieusement, en SBDBAGE, une autre bande apparait a environ 43 kDa
(Figure 4B).CR PP H O R U \atis¢fbkeda Buvfate des NET& rhZPI perd son activité
DQWLFRDJXODQWH HQ SUpPYHQBPAWHVWWILREX R K pt&eXceV T X TH
GH P8 P/ GY(1 OH UK=3, SHUG FR P-BXJagdast2Prith@éd apr&sQ D F W |
OTLQFXEDWLRQ

Figure4: (IITHWV GIXQH LQFXEDWLRQ GX UK=3, DYHF Of(1

Le rhZPI (150 pg/mL) a été incubé pendadifférents temps (T= 0 a 60 min) avec 400

P8 P/ GIpODVWDVH QHXWURSKLOH (1 /IHV PLOLBIK] UpDFW
anti-ZPI (A) et en SDPAGE (B) pXLV OTDFWLYLWp GX );,D D pWp PHVXUp
LQFXEp DYHF Of(1 D X[ GINLIQFXHEQ@WV R\DH RS

Un séquencage #rminal D pWp UpDOLVp DYHF OHV SURGXLWYV GH

Ainsi, les 2 sites de clivage ont été identifiés

- Un clivage apres la V21 ou V2@ermettahde libérer un peptide d&6 kDa
- 8Q FOLYDJH3psrohgtian@eibérer un peptide di8 kDa

Ces clivages se produisent donc dans le premier quart de la p&etimiNale du rhZPI.
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/ID SHUWH GH OY{DFWLYLWp DOWLFRDJXODQWH GX UK=3, HQ

Les résultats précédents montreme difféence 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
l'activité antiFXla du ZPI est immédiate et observéesd2 min d'incubation du ZPI avec

'EN. 1IRXV DYRQV UHFKHUFKp OD FRQFHQWUDWimRNtG (1 | L
GYREVHUYHBURJW IBHUIWH GHXIOJUDHZRI Bvéet /temp @étte zone de
sensibilitt HYW DFTXLVH HQ GLPLQXDQW OD FRQFHQWbBEDWLRQ ¢
SHUWH GH OJDBWHWWWRQQWDWpH TXL HVW SURSRUWLRQC
UK=3, DYHF OY(1 DYHF XQH SHUWH WRWDOH GH OYDFWLYLW

Par conte, en incubant le rhZPl aveécmU/mL G 1 ( Aucun des deux produits de clivage du

UK=3, R X N ' D pr&edegmmént identifiés ne sofiservé en vesternBlot ou
en SDSPAGE Figure 5B et 5¢

Figure5: 8QH IDLEOH FRQFHQWUDWLRQGGIWM XQR8FHUWH GH
anticoagulante du rhZPl sans les deux produits de clivage (56 kDa et 43 kDa)
précédemment identifiés.

Le rhzZPIl (150 pug/mL) a été incubé a différents temps (T= 0 a 60 min) avec 5 mU/mL
GIpODVWDVH QH X WASiRit® HULFEXH a €tE mesuré en présence du rhZPl incubé
DYHF Of(1 j GLIIpUHQW \Leg¥i€us xéaGifiin€soxtEiBpasEsReRestern

Blot ant+ZPI (B) et en SDFAGE ).

/[1(1 HOWUDVOQH XQ SUHPLHU FOLYDJH SdlepéaRtived GX UK=3, DX

/D SHUWH WRWDOH GIDFWLYLWp GX UK=3, LQFXEp DYHF P!
DLW OYDSSDULWLRQ GHV SURG XL Wi¥seGpensedTXPX® SUKPpEH
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clivage du rhZPl pourrait survenir au niveau s boucle éactive. Cette hypothése est
UHQIRUFpH Sdptds ddedibaioh dur leX METs, un léger décalage du poids moléculaire
du rhZPI est remarqué éisparaitenSUpVHQFH GT8%$7 )LJXUH

La liaison du ZPIl aux FXa ou FXla entraine un clivage au niveasadeoucle réactive,
OLEpUDQW XQ SHSWLDRVGORRWWSIRIRK)VHM'Me OH FOLYDJH SUp
clive aussi sa boucle réactive, un peptide au méme poids moléculaire seradlibgiréle
SURGXLW GH OfLQFXEDW LR Q lys&enlkkctdphorask maid fetteflis pWp DQ
HQ XWLOLVDQW XQ JHO |j GH SRO\DFU\ODPLGH HW XQH

améliorer la sensibilité (Figu®.

Figure6: /LEpUDW L Reptide BXIHQYLUR@ SUNMM OTLQFXEDWILLRQ GX U
Oof(1

$ $SUqV LQFXEDWLRQ DYHF Of(1 RX OH );,D OH UK=3, H
polyacrylamide, MPM étant le marqueur de poids moléculaire et le peptide libéré par le

rhZPIl + EN est encadré en rouge. B) Schéma représentant les sites potentilagke au
QLYHDX GH OD ERXFOH UpDFWLYH GX =3, 5&/ SDU Of(1

&RPPH DWWHQGX XQ SHSWLGH GYfHQYLURQ N'D HVW OLEp
Il est retrouvéau méme niveau que le peptide libé@RUV GH OYLQFXEDWLRQ GX
FXla. En DQDO\VDQW OD VpTXHQFH GYDFLGHV DPLQpV DX QLY
VLWHVY GH FOLYDJH SRWHQWLHO®SBGH Of(1 RQW pWp LGHQW
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Clivage du ZPI retrouvin vivochez la sourislans un modéle de choc septique

Nous avons montrén vitrogXH OH =3, VH IL[H j OD VXUIDFH GHV 1(7V t
O 1 ( & refevance physiologiquees observationgestedonca démontrerAu cours de la e

partie de mon travail de these, nous avons effectué un modéle de choc septique chez la souris
(modeleLPC). LTDQDO\WH GX SURILO pOHFWURSKRUgh&¥ lcBsXH G X
sourisa montré une diminution de la masse moléculaire du ZBiieusement,a masse
moléculaire du ZPI muriHVW OD PrPH N'D DYDQW OfRButbb WLRQ S
de cette masse moléculaire est obsefeétre 4 et 40 kDamais seulement chez les souris

dans le groupelLPC » (Cf résultats ¥ partie, résultats supplémentaires).

Figure7: Variation s de la masse moléculaire dZPI murin chez les sourisscumises a un
modele dechoc septiqug(modéleligature et ponction caecalel.PC).

WesterrBlot anti-ZPI murin réalisé avec les plasmas des souris avahtPl&@, n =19 (en
haut) et apres [&PC, n = 10(en bas, indiqué par la fleche rouge), les souris coagdle la
LPC sont aussi représentés = 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
serpinesjl inhibe les FXa et FXla de la coagulatio) L Q KL E L WiéBeQsiténka BZ.D

Comme le TFPI qui estn autre anticoagulant physiologique ZPI sefixe aussia la surface

des NETs en présence ou en absence de la PZ. Cette fixation entraine la perte rapide de
ODFWLYLWp DQWduFésDviaxsénibbietdens idédiggar O | @lla surface des

NETs./ RUV GH OYLGHQWLILFDWLRQ GX =3rotda3e3VHa&vcdlX 1L QK L
avaiHQW PLV OH =3, HR eSERQHQRHTEM OH =SQVQOUOEKWADL\
HQ]\PDWLTXHADGAN QOM QIDYDLHQW SDV DQREI\Vp OTHIIHW GH

(Q SUpVHQFH GT(1 XQH SHUWH UDSLGH GH OYDFWLYLWp L
TXTXQ FOLYDJH pY lapad QigtativrRsuivgelRIE polyatylpmidEn effet, le ZPI
recombinant présente une bande diffuse sur un gel de polyacrylamide ne permettant pas de
bien distinguer la présencefdK QH IDLEOH YDULDWLR @ais B TREYWHH YIRW Ip F
GIXQ SHSWL QN )XXHVIINQW UH OfLQFXEDWLRQ GX =3, DYHF O

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

Deux autres clivages successiGX =3, VRQW LENGIKNérsvtde®Doodu@sde

clivage: un premier é 56 kDa, puis udeuxiemea43 kba./H SHSWLGH j N'D QYD ¢
observé en westertEORW FDU LO QfpWDLW SDV UHFRQQX SDU QRWU
GH OD EDQGH j N'D DYHF OH WHP S V*RdiMageQdi B pp\etrE HUV O [
mis en évidence parne cdoration des protéinetotales apresa migration sur urgel de
polyacrylamide (W VDFKDQW TXH O 1 Hd 8pdilied QuUrifie entheld X¥PI BtpD O L V¢
Of(1 HW TXH Of(1 D XQH PDVVH PRO pRXDdriepeiit &rd que N'D  F
le produitde clivage du ZPl.

Dans un modéle de choc septique chez la souris, une diminution de la masse moléculaire du
ZP1 murin est obsenrepar rapport au ZPI matif », et la diminution importante et variable

(entre 4 et 40 kDa) selon les souris suggeiieMtH FH FOLYDJH QdueWwdnphaweSDV L Q(
FXa ou FXla.ll est doncpossibleque cette variation de la masseléculaire du ZP1 murin

soit duej XQ FOLYDJHeSD tho@r§ (4 relevande vivo de ce clivage du ZPI par

O9(1 GRQW sX tohvesaDd sWwfhdé des NETS.
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3*Mpartie : Etude des variations du taux de PZ et ZPI au cours du choc

septique

Introduction

/IH VHSVLV HVW XQH G\WVWIRQFWLRQ GYfRUJDQH VHFRQGDLUH |
OTLQIHFWLRQ ptododidcivddl &.® €pa¥ s€pkique est un sepsis, caractérisé par des
anomalies circulatoireQ pFHVVLWDQW O fXWLOLVIRWinRi@n@dgfihimeQHYV YD
DX FRXUV GX VHSVLVY SHUPHW GYfHPSULVRQQHU OHV EDFWj
WRXWHIRLY OYDFWLYDWLRQ GH OD FRDJXODWLRQ QpFHVVD
DXVVL FRQGXLUH j QVID @&$§briddbl¥y deRi€faitafioaivis&rale.

La CIVD impligue une interrelation étroite entre cellules endothélialelnpcéaires
neutrophiles, monocytes et plaquettes. Les parametres biologiques qui permettent de prédire
OD VXUYHQXH GTXQH &,9' QH VRQW SDV HQFRUH ELHQ LGH
VFRUHV VRQW ODUJHPHQW XWLOL@INY: tiWscBHMIAPos®MH QW G
|1, QWHUQDWLRQDO 6RFLHW\ RQ (SRM)RAE RVUNVauldeQpar eDHPRV'
Japanese Associatidor Acute MedicindJAAM) (211) La limitation principale dscore de

0Y,67+ HVW OYDEVHQFH GH SULVH HQ FRPSWH GH OfpWDW
SbU OH VRFUH -$%$0 SDU OTREVHUYDWLRQ GH OD FLQPWLTX
scores rendent finalement peu service en pratique cliniqueeffiéty ils permettent de
GLDJQRVWLTXHU XQ pWDW GH &,9'" PDLV j QRWUH FRQQDLV
savoir si un sujet en choc septique va évoluer ou non vers une CIVD qui expliquerait une
GpIDLOODQFH GYRUJDQH ,éntifitH ek ®ibmaBReQrs pxrivettaht deG TL G

répondre a cette question.

Plusieurs études ont déja analysé les variations des facteurs de coagtildé@srinhibiteurs
physiologiques de la coagulatidans le sepsis, ainsi que leur valeur pronostigue. étudea

étudié les variations de PZ au cours du sef#89), en comparaison notammeaec les

autres inhibiteurs physiologiques de la coagulation, toutefois aucune étude, a ce jour et a notre
FRQQDLVVDQFH QYD UDSSRUWp OBbug avddd) dddavan&y3é/le6&s X WD
variations des taux plasmatiques du ZPI chez des patientstsatiei choc septiquet nous

avons comparé ces variations a celles de la PZ, cofacteur du ZPI. Ce travail a été effectué en
FROODERUDWLRQ DYHF OH VHUYLFH GH UpDQLPDWLRQ GHX
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 septiggeé LQFO XV GDQV OfTpW X
leur admissiordans urservice de réanimatiohes patients présentant une atteicaiediaque

importante (classe IV du NYHA) duépatiqugclasse C du ChiliPugh), ouatteints de cancer

ont été exclusLes patientsavaient un age moyen @&,5 £ 15 ans et 64 %taientde sexe

masculin /H VLWH GYLQIHFWLRQ GHV SDWLHQWNKhairke\oW PDMRL
abdominal. Tous lepatientsavaien un traitement aux amines vasopressiveée HORQ OfpWDW
SDWLHQW G YD XWuveight BAtrddpoutdsHdemnmeWIe&pBration extraénale,
OYDGPLQLVWUDWLRQ GH SODVPD IUDLV FRQJHOp GH SODT>
Les microorganismes pathogeraientdes cocci Gram (+)des entérobactériedes bacilles

Gram €) ou de nature indéterminée.

8Q SDWLHQW GH OYK{SLWDO )RFK 6XUHVQHV )UDQFH GH
OYDQDO\VH GX SUR¢ldozZpl@iviegistiSIKarll nehoT Xeptiqudl a une

colite ischémique. Il avait un taux de fibrinogéne a 5,4 dgb, cofacteurs du taux de
prothrombine étaient tous diminuédI(: 46 %, FV: 47 %, FVII: 51 %, et FX 41 %)

Prélévement sanguin

/IHV SUpOqYHPHQWYV VDQJXLQV RQW pWp UpDOLVpV GqgqV OH
tout traitement, pour éviter les biais thérapeutiques. Lesnpatimt également été prélevés

apres 3 et 7 jours (J3 et J7). Le plasma citraté obtenu aprésubie dentrifugation a 2500 g

pendant 15 minutes étéconservé a80°C.

Critéres de CIVD

Le score de CIVD étaittDOFXOp VHORQ OHV FULWQUHV GHn®T,67+
CIVD précoce est confirmeée si le score de JAAM, qui permet de tenir comptaéjmise
inflammatoire par une évaluation de la dynamique des plaquettes, est supérieur ou égal a 4
GXUDQW OHV SUHPLqUHV K GH OfYDGPLVVLRQ - RXj -

Dosage du ZPl et de la PZ

Le ZPla ét¢ GRVp SDU XQ GRVDJH LPPXQRHQ]\PDWé¢ Tdetld FRQVL

anticorps différents dirigés contre le ZPI1, 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 dafi la 1

partie, Résultats supplémentairglatériels et méthodes).

La PZ a étédosée par un kit commercial Zymutést(Hyphen Biomed, France). Le
SURWRFROH pWDLW FHOXL UHFRPPDQGpP SRXU OfXWLOLVDW

WesternBlot

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

Le protocole du westesblot est le méme que dans [@partie de ce manuscrit (Résultats
supplémentaires, matériels et méthode)DQWLFRUSV S UL P Cobd¢hirtid/d® DMR X W
0,6 pg/mL (ref: $%,1 $QWLERGLHY RQOLQH FRP HW OfDQW
anticorps antmouton couplé a la peroxydase (Jackson IR, Angleterre), dilué a 1/20000.

Analyses statistiques

Les tests statistiques ont été réalisés en uttlisalogiciel GraphpPad Prism 8n test One
Way ANOVA, avec unt test Bonferoni en multiples comparaisons, a é&sployé pour
comparer legdaux plasmatiques de PZ ou ZPI entre eux a différents jours de prélevement

Nous avons considéré comme significatiewaleur de g 0,05.
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Résultats

Patients en choc septiqudaux 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
SDWLHQWY RQW pWp H[FOXV ORQ $RX G HXN[DER XD FEHH G THUFLKVIDC
LQFRQQXH j OTDGPLVVLRQ

$ OYDGPLVVLRQ GHV SDWLHQWYV étaiteleavé2%6 R X2 99 Od@gdPeD W L T X |
a un groupe de témoins saif®88 + 0.25ug/mL, p < 0,00). Ce taux élevé de ZRlersiste

pendat 7 jours E L H Qind d¢fdance a la baissait observée a JR22 £ 11 %)VDQV TXJHOOF
ne soit significative par rapport au taux a Ué& taux de ZPI a Jieste significativement plus

élevé que chez les témoins sains (Figure 1A).

Inversement aux taux &P, le tax plasmatique de PZ esignificativement plugaible chez

les patients a leur admission (57 * 4 8&) rapport au groupe de témoins sains (2,07 £ 0,15
pg/mL, p < 0,001).Par contre, une augmentatipnogressiveest observée tout au long de
Mdspitalisationpour atteindre un taux comparable a ceux du groupe témoins8é 37506)
(Figure 1B).

Figure 1. Variations des taux plasmatiques de ZPlet PZ chez les patients en choc
septique

Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapparhe population controldCtl,
témoinssains). Témoinssairs: n = 31, patients n = 92. La médiane est représentée par la
ligne horizontale dans le rectangle, les bords représenteiit52% centiles et les barres
G THU UHSKY \ctetile. Les tests statigues sont effectués par rapport au groupe de
témoirs sains*** p < 0,001,** p <0.01 ns: non significatif
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Les concentrations plasmatiques de ZPI egRntcorréléeq100), nous avons donc analysé

le ratio du ZPI/PZ a J1, J3 et JAinsi, le ratio ZPI/PZ est significativement pluslevé a
OfDGPLVVLRQ HW j - SDU UDSSRUW DX UDWLR =3, 3= GH Jl
progressivertHQW MXVTXYTj VH UDSSURFKHU GX UDWLR REVHUYp
GLIIpUHQFH QTpWDQW SOXV VLIJLQLILFDWLYH

Figure 2: Variations du ratio des taux plasmatiques du ZPI/PZ chez les patients en choc
septique(n = 92.

La médiane est représentée patigne horizontale dans le rectangle, les bords représentent
25 FHQWLOHV HW O H\W5EOdatieH \es Gegtll Stafistiquiesvsont effectués
par rapport au ratio ZP1/PZ du groupe de témoins sdittsp < 0,001, * p < 0,05, ns non
significatif

Corrélation avec les autres facteurs de la coagulation

Comme déja observigs facteurs vitamine {dépendants du complexprothranbinique (FlI,

VII, FX) sont diminuésau cours du choc septiq(@81), notammentORUV GH OfDSSDULMW
CIVD et évoluentn se normalisant aprés la prise en charge du patieas avons rdeerché

une corrélation entre ces facteurs et les taux de PZ et corrélation positive est

observée mtre le taux plasmatique de PZ et des FIl, FX ou FVII. Par contre, le taux
SODVPDWLTXH GH =3, Qddds/tiis priatbinep @aplealDIX F X Q G
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Tableaul: Corrélation entre les taux plasmatiques de PZ et ZPI avec les FXII, FX et
FVII de la coagulation chez les patients en choc septiqe = 224)

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

Comme le fibrinogéne est aussiauB URWpPLQH GH @dus @oddDvBuuly&ifieRID
OYDXJIJPHQWDW LR Quexde 2»1 BtXif c&@l&e\a?ed ¥élle du fibrinoger@. Q 1\ D
pas de corrélation significative entre les deux val@urs0,134 ;p = 0.1942).

Evolution des taux plasmatiques du ZPI et de la PZ, ou du ratio ZPI/PZ chep&t®nts

ayantune CIVD et chezceux qui avaient une CIVD précoce

Nous avons analysé le taux plasmatique des patients qui ont eu ungfEdddecomparé a
FHX[ TXL QYfHQ GpYHORSSDLHQW SDV

Suivant le score JAAM 2006a CIVD précoce, c'eskdire dans les premieres 24 heures

D S U g YhisSidnDoG a J2a été observéehez38 patientgjui étaient en choc septique. Ces
patientsavaientun score de SOFA et de SAPS2 éleyes 0,001 ep < 0,01 respectivement),

DLQVL TXTXQH LQVXIILVDQFH UpQDOH DLJ*H SOXV IUpTXHQV

Les taux plasmatiquede ZPI ne differentpas entre les deux grpesde J1 a J7, fetaux
plasmatique moyers restat €levés et similaires entre les patients qui oprésenté®u non

une CIVDprécoce De méme pour itaux plasmatiquede PZet les ratios ZPI/PZ les deux
groupesGH SDWLHQWY DYHF HW VDQV &,9'" VXLYHQW,OH PrPF}
caractérisé par une augmentation progressive du taux de PZ et une diminution du ratio ZPI/PZ
SHQGDQW OHV MRXUV GITREVHUYDWLRQ
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Figure3 : Taux plasmatiques de ZPI et PZou ratio ZPI/PZ chez des patients en choc
septiqueHQ IRQFWLRQ GH OQVB pngdbekQFH GTXQH

Les taux plasmatiques des patients sans CIVD sont représentés en boite flanché)

tandis que ceux des patients ayant eu une G3&fid représentégn bate grise(n = 38). La
médiane est représentée par la ligne horizontale dans le rectangle, les bords représentent 25
75 % centilesetlesbUUHV G 19b9d LehkiesV

A leur admission, les patients du groupe CIVD avait des parasmigitveogiques mixte Ils
avaientune élévation de D-dimeresmodéréemais dont le taux restaidentiquea celui des
patients sans CIVun taux plaguettaire plus faible que les patients sans ClIVDquaigste
au-dessus de la limiteuwdscore JAAM(ou ISTH) etune faibleactivation plaquettaire (le ratio

GPV soluble/plaguettes était normad¥ais cespatients ont clairement une CIVar la suite

avec une augmentation des®LPgqUHV XQH GLPLQXWLRQ GX FRPSWH S
adivation plaquettaire évidente, mais ®ent pas dinguables avec les autres a leur

admission.

Le groupe de patients avec CIVD précaagéediviséen 2 groupesun groupe ¢réCIVD »

avec une CIVD quiQatparaitT > 93 et urgroupeCIVD dont la CIVD se déclenche dans les
premieres 24 h agqV OTDGPLVYVLR IVDHreprésBnta H1 Pdtignts 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 patieletgroupe sans CIVDe groupe en préCIVD » et

le groupe CIVD.

Les taux plasmatigesdu ZPI et de la PZ sont similairesitre les 3 groupes de patierite

ratio ZP1/PZ est plus élevé a (J1) chez les patients dans le grouéVipépar rapport au
groupe sans ClVDmais il reste similaire entre le groupe sd&IVD et avec CIVD le ratio

ZPI/PZ ne présente pas de différence significative a J3 entre les 3 gifigyres4).
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Figure4: Les taux plasmatiques de ZPI et PZou le ratio ZPI/PZ chez des patients en
choc septique

Les taux plasmatiques des patieatsis CIVD sont représentés en boite blanche (n = 54),
ceux qui ont une pré-CIVD » en boite gris clain = 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 représenteri5 FHQWLOHV HW OHVY95 %BRdnieddV GTHUUHXUYV
*p< 0,05 par rapport au groupe sans CIVih< 0,05 par rapport au groupe prélVD

/IH WDX[ SODVPDWLTXH GH =3, QYfHVW SDV SUpGLFWLI GH OC

En comparant les taux plasmatiques de ZPI chegatsnts décédés et ceux qui ont survécu,
DXFXQH GLIIpUHQFH VLIJQLILFDWLYH QTfHVW UHPDUTXpH OF

la mortalité a 28 jours.

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

2EVHUYDWLRQ G{XQ FOLYDJH GX =3, KXPDLQ SODVPDWLTXH

Une augmentation du taux plasmatique du ZPI a aussi été observée chez la souris dans un
modele de choc septiqueRC), résultats présefgau cours de 1a®F partie de ce travail, et

nous avons obserué clivage du ZPI plasmatiqpage 12} Le profil électrophorétique du

ZPI plasmatique de quelques patients dtecERKRUWH RQW DORUV pWp DQD:
patient en choc septiquertd O {K{SLW D O reRHekherDsl leCxlivadge était également
observéeFKH] OfKRPPH
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Nous avons bien sir confirmé par westé&©O RW O { D XduRatxQlashstidue Qu ZPI
identifiée par ELISA, et la diminution au cours du temps pesirois patiets (P1, P2 et P3)

de la cohorte. Bez le patient P4ine deuxieme bande de plus faible masse moléculaire (perte
entre 4 et 10 kDa) est obsenaders que le ZPI était retrouvéntact» chez legpatientsP1,

P2 etP3(figure 5).

Figure5: Présence o uUQRQ GT1XQ FOLYDJH GX =3, SODVPDWLTXH FKI
septique(CS).

Westerrblot antiZPIl avec ls plasmas d@atients en choc septique. Les contrbles (Ctl 1 et

&WO VRQW GHV SODVPDV GT1XQ SRRO GH WpPRLQV VDLC
patients en CS de la cohorte de Strasbourg (Cf@artie du manuscrit) prélevés a différents

temps (J1, J4 ou J7), et P4 était un patient erd€O {K{SLWDO )RFK /HV PrPHV
plasmas ont été déposés pour la migration sur gel pour Ctl 1, P&t P3 (dilution 1/25)

ainsi que pour Ctl 2 et P4 (dilution 1/50).
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Discussion et conclusion

Le tauxplasmatique de ZPI est élevé chez les patients en choc septique des leur adionission
VHUYLFH GH UpDQLPDWLRQ - FH TeXé ZBI%Htd décBtDommeX US UH
SURWPLQH GH OfLQIOD PR DsigrRe@tatiokest lenOnfoeRireP2td fois plus
pOHYpH TXH OD FRQFHQWUDW LR QaiRrsieNeHe3t@bhcBERM@UE IR X SH G
LPSRUWDQWH TXH OYDXJPHQWDWLRQ REVHUY pahs dé&sH] OHV
cancers inflammatoires, ou une augmentatiorseldement 2380 % a étéobservée(1,2).

&HWWH IRUWH DXJPHQWDWLRQ SRXUUDLW rWUH OH UHIOHW
FKH] OHV SDWLHQWY HQ FKRF VHSWLTXH /{DX¥lPcdli@ WDWLR
du fibrinogene TXL HVW DXVVL XQH SURWsuggetdnt @it 1€sta@xl ODPPIL
plasmatiques des deux protéines ne sont pas régulés par le méme mécanisme dans le sepsis.
&HOD FRQWUDVWH DYHF OYREVHUYDWLRQ GH 'RDW HW [
pancréatiga ou une corrélation, certes faible, était observée (r = 0,28, p = D5De

méme, une faible corrélation a aussi été observée dargrauwpe de patients aprés une
ovariectomig[R? = 0,01,p< 0,007)(1).

Inversement, le taux plasmatique de la PZ est faible (50 %) par rapport a des sujets sains, mais
UHPRQWH SRXU UHYHQLU j OD QRUPDOH DSUqV XQH VHPDL
corrélée a celle du Fll, FX etv, 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 antiemdés physiologiques sont
consommeés au cours du choc septique (Cf antithrombine et Protéine C), le taux plasmatique
GH =3, UHVWH pOHYp PrPH FKH] OHV SDWLHQWY DYHF XQH
VRLW TXH OH =3, QTHVW SDYV ahtkhsodhholidue a@ Rapg dO Bhod pSR Q \
VHSWLTXH PrPH HQ SUpVHQFH GTXQH &,9'" VRLW TXH OYRU.
ZP1 par une production accrue. Cependant, la PZ est diminuée, cela suggere que le systeme
anticoagulant PZ/ZPI est impliqgué au couws choc septique, ce qui plaide donc en
IDYHXUGYIXQH SURGXFWLRQ DFFUXH GX =3, DX FRXUV GX FK

/IH UDWLR =3, 3= SHUPHW GH YRLU OD SUpVHQFH RX OYDEV!
GH OD 3= HW GX =3, HW SHUPHW H®Qlide GuHZPNthEW&EWqUB.1B SSUpF
UDWLR =3, 3= HVW pOHYp FKH] OHV SDWLHQWYV j OTDGPLVYV
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sains, montrant un taux plus éleve de ZPI libre, cependant ce ratio évolue de la méme maniere
entre les patients avec et sans CI\Bs taux plasmatiques de ZPI ou PZ, ni le ratio ZPI/PZ
QH SHUPHWWHQW GRQF GTLGHQWLILHU XQ SDWLHQW DYHF

Trois groupes de patients ontrgda suite été établis, dont le groupgréCIVD » ou les

patients allaient présenter une CIVD a IR XV DYRQV FKHUFKp j VDYRLU VL O
SODVPDWLTXHV GH =3, HW GH 3= RX FHOOH GX UDWLR =3,
ces patients.Les taux plasmatiques de ZPI et PZ ne sont pas significativement différents

entre les 3 groupegie patients j O 1D G P LGuNduse@ent, le ratio ZPI/PZ est
significativement plus élevé dans le grouppr&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 ue 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 effetanti LQIODPPDWRLUHV-6 ¢l S KNFW LB R &3,/QYpWDLH
DSSDUHQWYV TXYj GHV FRQFHQWUDWLRQV pOpYpHV GH =3,
=3, O0DOJUp OTDXJPHQWDWLRQ LPSRUWDQWH GH =3, REVH
peu de patients (2 seulement) ont atteints ces taux de ZPI.

Pour conclureune variation des taux plasmatiques du ZPI et de la PZ est observée chez les
patients en choc septique, suggérant une implication du systéme PZ/ZPl au cours de
OYLQIODPPOWHRQDHMRRIXODWLRQ PLV HQLaAMMduoddQV FHW
taux plasmatique de PZ suggére sa consommation et donc la participation du systeme
anticoagulant PZ/ZPI dans la coagulopathie du choc septiqu§,RXIJPHQWDWLRQ LPSF
dutaux pDVPDWLTXH GX =3, SRXUUDLW FRUUHVSRQGUH j XQH

mais encore insuffisante pour améliorer la survie des patients.
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Discussion géenérale et perspectives
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Le ZPI est une protéine physiologique découvert il y a une vintdd GIDQQpHYV PDLV V
physiopatlogique reste encore mal conntHQ HIIHW SHX GIpWXGHV RQW
comprendresonimportancgustifiant VD FRQVHUYDWLRQ WR XAwkebéga@RQJ GH
il faut souligner que le ZPI est retrouvé clfférents mammiféres, le rapport PZ/ZP1 étant

toutefois différent selon les espécé LVROHPHQW GX =3, D SHUPLV GH PRC
IDFWHXUV ;D HW ;,D GH OD FRDJXO Riwa RAYS7)XkphepdantEle WL R Q ¢
SULQFLSDO LQKLELWHXU GX );D GDQV OH SODVPD UHVWH
plus de 30 fois plus élee@ue cele du ZPldans le plasm&@Quant aOTLQKLELWLRQ GX );,
ne semble pasdispensabH SR XU O 1 ghysidbyigueeYIeks systémes sont redondants,
QRWDPPHQW O T-8é&inlu I CRivdipie Heuvent excercer ce r§82,283)

Chez la sourisil a été montré que les souris déficitaires en ZPI sont viables et sans trouble
particulier en absence de facteurs dguessurajouté 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 semaindd PrPH OYJYDSSOLFDWLRQ GHV GLI|
thrombose gpplication de FeGbu injection de collagéne/adrénaline) entraine une mortalité

plus importante chez les souris déficitaires en @2). Ces données chez la souris laissent
GRQF j SHQVHU TXH OYLQKLELWLRQ GX IDFWHXU ;,D SDU OH
HQYLVDJp MXVTXTj SUpVISGW R XCGHMR RPHVRQW LQWpUH
physopathologiques du taux plasmatique de ZBdrs que le role de la PZ a davantage été

étudié Ainsi, LO D pWp GpFULW TXIXQ GplLFLW HQ 3= SRXUUDLW
thrombose artériell€103) Cependant, il existe des différences entres les différentes études.

Les discordances entre les résultats despdfHQWHYV pWXGHV SURYLHQQHQW |
ethnique des patienten effet les taux plasmatiques de PZ des populaticostidles» sont

WUqV GLIIpUHQWYV GfXQ SD\V j OfIDXWUH SURYHQDQW VD
GLIIpUHQWYV été&sSHdnveTgid le @auk 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 iden{@B&9 rapportés a un

avantage en terme de survie dans les populations nordiques pour le FV (288gres

variations du taux de PZoritOV FRQIpUpV XQ DYDQWD?JAuGHaE&ENS WD W LF
ne nov S HUP Hpnd&fa cd pur. Un autre facteur qui pourrait expliquer lestaésul
GLVFRUGDQWY GHV pWXGHV FKH] OYf+RPPH YLHQ@HQW GH
OfLQWHUIpUHQFH pYHQ WK effetOMt @uiHanCey to) laaieR R FeEVE IqiQ
OYDXJPHQWDWLRQ GH 3= TXfLOV DYDLHQW REVHUYpHV ORI
pWDLW GXH j XQH UpDFWLRQ LQIODPPDWRLUH SXLVTXYj
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QYREVHUYDLHQW SOXV GH GLIIpUHQ Fts eHIE\WdhtDIegBH.X[ GH 3:
&HSHQGDQW FHWWH FRQFOXVLRQ pWDLW SHX SUREDQWH
GH 3= FKH] SDWLHQWYV ORU VavGi¢ht pius Xjuk S3@RiENSVArRdy HW |
FRQWU{OH j PRLV HW TXfLOV QfRQW SDV UpD@ui¥p GIpWX
TXH OD 3= QYpWDLW SDV UpJXOpH S(@29) OHV F\WRNLQHV GH

Cependantdans XQ PRGgqOH GY{LQI@hePIR BowikiR@téis &ntévidencgue

OH =3, HVW XQH SURWpPI(MOHHEHTRRHALQIOXBPBQYWRWLRQ GH
vraisenblablement la demvie de la PZ, puisque PZ et ZPI forment un complexe dans le
plasma(78). Inversement,% XWVFKNDX HW FROO RQW REVHUYp GDQV
systémique par injection dd°S par voieintraveineuseue les souris déficitaires en PZ ou en

ZPI avaient une réponse inflammatoire supérieure a celle des souris sauvagEsnsume

relation entre le systeme PZ/ZPI et inflammatf@68) & RPPH OfDXJPHQWDWLRQ Gt
GH OD SKDVH DLJ*H GH OfLQIODRPPDWLREBE B LWPRRKXHQWO ff R@)
UpSRQVH LQIODPPDWRLUH L Oe PRNdLUAPZO podiarlt XiphinGeff 2Q D O\V H
IDFWHXUV GH OfLQIODPPDWLRQ HW SitflXim&dresWLFXOLgqUHP

-{DL PRQWUp DX FRXUV &HGHH LMDXDY WL © DFeSt F8GAIKEW LR Q G
LQGXLWH SDU GX /36 DORUV TXH OD 3= QYD SDV GTHIIHW
total, un modele qui permet de prendre en compte les interactions complexes entre les cellules
sanguines en réponse une stimulation, sachant que les autres modglastro, comme
OYXWLOLVDWLRQ GH OD OLJQpH GH PDFURSKDJH PXULQH
GHV SRO\QXFOpDLUHV QHXWURSKLOHV LVROpV QH SHUPH
biologiques(286,287) & THVW OH FDV SRXU OfHIIHW GX =3, HQ HIIH
purifiés, nous H SRXYRQV SDV PHWWUH -iHfl@mmp3tdire BlQZAPH D@ eH I HW [
méme facon, en utilisant la lignée monocytaire THP QR XV QYDYRQV SDV REVH
inhibiteur du ZPIl sur la production de cytokines induite par le LPS. Le mécanisme
moléculaire @i soustend cet effet inhibiteur sur la sécrétion des cytokines- pro

inflammatoires induite par le LPS reste cependant a préciser.

Nous avons envisagé 2 hypotheseXQ HIITHW UpVXOWDQW GH OfLQKLELWIL

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

/ITDQDO\WH GX YDULDQW GX =3, PXWp VXU VD ERXFOH UpDF
toujours un effet antinflammatoire,mais plus faible que celui du ZPI natif, ce qui suggére
une MpiIFDWLRQ GH FHWWH ERXF O #ihflihpmiateive. LACtdellerDe@tVieO THITHV
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seules sérinprotéases connues pour étre inhibées par le ZPI sont les FXa et FXla, qui lui
FRQIpUH XQH DFWLYLWp DQWLFRDJXODQWH FHantF XL LP S
LQIODPPDWRLUH GX =3, SDVVHUDLW SDU VRQ DFWLYLWp DC(
3= TXL HVW OH FRIDFWHXU LQGLVSHQVDEOH GX =3, SRXU
actionaniLQIODPPDWRLUH LO Heffevagifant®ridtBiedy ZPIpassad O
OTLQKLELWLR @ephis,Fdeansl mésVedtditions expérimentales, la concentration de
FLWUDWH D pWp DMXVWpH GH IDoRQ j FH TXfJLO QY\ DLW SD
DYRQV SX FRQVWDWHUITHQYREWHSDY QG DOXJROQYWDWLRQ G)
thrombineantithrombine (TAT)DSUQqV OHYV KHXUHV GILQFXEDWLRQ Pr
(résultats non montrés) (Q UHYDQFKH OYDFWLYDWLRQ GH OD SKDV
impliquant les facteurs Xlaet,,D QTfHVW SDV GpSHQGDQWH GH OD SUpV
les données de la littérature suggérent un lien entre FXI et inflammagioeffet les souris
déficitaires en FXI ont une réponse inflammatoire diminugesdin modele de choc septique

(265) GH PrPH OfLQKLELWLRQ GH OYDFWLYDWLRQ GX );, SDU
GLPLQXWLRQ GH OYLQIODPPDWLRQ G DQuwaiXdandPdrwsggeH P XUL
TXIXQH SDUWLHL@QHOORRDWWLDEWIX =3, SDVVH SDU OfLQK
VRXOLIJQHU FHSHQGDQW TXITDXFXQ PpFDQLVPH QYD pWp
production de cytokines piiaflammatoires chez les sourigfetitaires en FXI ou dont
OYDFWLYDWLRQ GX );, D pWp LQKLEpH

Nous avons donc recherché siHXla Q DY D L Weff&tDpkéinka@nmatoire direct en

utilisant les celulles mononuclées sanguimesr(ocyts etlymphocytess) DX FDV Re OfHIIHW
inflammatoirenécessiterait uneoopération cellulaire &EHSHQGDQW QRXV QTDYRQ
PYLGHQFH & MHIOBDWPPWRLUH GLUHFW GX );,D TXYLO VRLW
avec du LPS. EneffetO D pWp PRQWUp TXH OH );,,D VHX0Oki@EJLQGXLW
par les monocytes mais amplifie la sécrétion induite par le(LBS) En 2017, Bane et coll.

RQW PRQWUp TXH OH );,D FRQWULEXH j OfYDPSOLILFDWLRQ
pro-inflammatoires de la voie du systeme contact dans un modeéle de choc septique chez la
VRXULV 1RXV DYRQV GRQF UHFKHUFKp VL OYLQKLELWLRQ
GLPLQXWLRQ GH JpQpUDWLRQ GH );,,D UHVSR@&DEOH G
inflammatoires. Nous avons effectué des west @ RWV SRXU UHFKHUFKHU OfD|
dans notre modeéle en sang total. Alors que nous avons pu observer la génération de FXlla
GDQV GX SODVPD DFWLYp SDU Ghte®de WXIB erFdjput@pRdéVa QDY R
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silice en sang totdfésultats non montrésje qui suggere soit que le FXlla reste fixé sur des

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

,O VHPEOH SRXUWDQW TX{XQH SURWVYOIQH &0 DYRDOW RPN R/
REVHUYp GYHIIHW LQKLELWHXU GX =3, VXU GHV PRQRF\WE
PRQRF\WHV SXULILpY SHUPHW GYfREVHUYHU XQ IDLEOH HI
inhibiteur du ZPI est toujosrobservé méme en pe¥se de plasma déficient en FXdu en
;, FH TXL VXJJgQUH TXH OYLQKLELWLRQ GX ):D RX );,D SDU
inflammatoire obs&é.Par conséquent, on peut éleNVUH OfJK\SRWKqVH TXH OH =
inhibe une autre sérigroteag non encore identifiée, qui elle, exerce un effet pro
inflammatoire. Enfin, on ne peut exclure que le variant ZPI| Y387Aubi une modification

conformationnelle comparé au ZPI natif diminuant aipsi activité antinflammatoire.

En sang total, nousvans observé que le ZPI induit la sécrétion précoce de CCL5 (ou
RANTES), une chimiokine impliquée dans le recrutement leucocytlagr€€CL5 est connu

comme étant une chimiokine pmflammatoire In vitro, IH /36 HW OfH[RWRI[LQI
staptylocoquesstimulent la production de CCL5 pées cellules mononucléées sanguines, qui

est amplifi@ en présence des cellules éptihéliales pulmon#288). En sefixant sur ses

récepteurs (principalement CCRCCR3 et CCR5)CCL5active laYRLH GH Of1$03 F\FOL
ce quipolarise & celluleentrainantOD WUDQVORFDWLRQ GH 1) % OYDXJP}F
des macrophagea la phagocytose, la sumicellulaire etd transcritpion des génes pro
inflammatoires Le complexe formé par le CCL5 et son récepteur peut aussi étre internalisé

par la cellulevia les clathrines puis recyclé ou dégradé par les organelles et vacuoles
F\WRSODVPLTXHV UpJXO sQétepirg MLCCLS K [I8 bufAcy telulairs H
(289,290) De nombreuses études épidémiologiques et cliniquesassuicié CCL5 a la

sévérité de certaines infections viral220). Le virus respiratoe syncytial (VRS) est la cause

la pus fUpPTXHQWH GILQIHFWLRQ UHtWSLHQWRDWED QWY OMREQY
poumons et un asthme bronchiqlies enfarg infectés awWRS ont un taux élevé de CCL5

dans les sécrétions pulmonaires qui est copeésitivementa la sévérité de la maled291).

'DQV XQ PRGQqOH ®S$\V ¢hed RVEduRs) pDO¢p Y duwiaRdg CCLXans le

lavage bronchalvéolairese fait en deux phasesine premierghaseinduite par la réponse
immunitaire des cellules pulmonaires résidentes, et une dewpbame (aprés 7 jours)

dérivant des lymphocytes (R92) LT XW L O LV DWANTES, &K inbibitdur fonctionnel

de CCL5, diminue le taux de CG6Ldans le lavage bronckalvéolaire et réduit
OTLPPXQ&ie De lamaladeP DLY VHXOHPHQW VL OTLQKLELWLRQ HV!
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phaseEn effet OH EORFDJH GH &&/ SHQGDQW OD SUHP®RgUH SKD
$LQVL GDQV OfMLQIHFWLRQ YLUDOH &&/ sesSptécitesSdéRW pJH
OTLQIHFVWWarRtre, parVa suite dontribuea la physiopathologie de la maladpar
OTLQG&KIMRLIRDX fe rddpori3abl@ Bds dommages tissulaires.

$ OTLQYHUWHU Hont &S trh\effet antLQIODPPDWRLUH GH &&/ /YL
descellules mononuclées sanguiregecle CCL5 diminue la sécrétion de TNFet GIf-6

induites par le LP®93) DLQVL TXH OD VhRGPWMRD S®U/01$73 SDU O
(294) En clinique,il a été montré que le CCL5 était la seule cytekcorrélée négativement

avec le scordAPACHE Il dans le sepsigW T X T X flaswiddigugfaible de CCL5 étdi
significativementun marqueurde mauvais pronostiq222) Chez lespatients avec une
septicémie ameéningocoques, les chimiokines MQP MIP1. et IL-8 sont corrélées
positivement au taux plasmatique de LPS, tandiX fXQH FRUUpODWLRQ QpJDWL
avec le taux de CCLE295) Curieusement,O L Q F X E NalgdeRafhedrXitidisen sang

total induit la sécrétion de toutes ces chimioki(@35) Il a aussi été RQW U ptalX 1 X Q
plasmatiqudaible de CCL5 est un marqueur indéplant de la mortaé cardiaqug296)

Ainsi, en fonction du contexte, CCL5 peut étre associé a un contexte inflammatoire, ou
inversement étre anitiflammatoire. Nous avons donc recherché, si damsodéle en sang

total, le CCL5 exercait un effet antou preinflammatoire. Un effet inhibiteur faible mais
significatif sur la sécrétion des cytokines a été observé en présence dgrésilfats non

montrés) Cela contraste avec les études précedersmatées, qui montraient un effet
DFWLYDWHXU GX 11 % SDU OH &-&ktddWNPB.L @D \D B H\p i WaVGLHR
été réalisées avec des cellules isolées. De ce fait, la différence de modéle cellulaire peut
expliquer cette différence de resMIDWV MXVWLILDQW QRWUH FKRL[ GTDYR
lymphocytes sont une des principales sources de CCL5 (Cf RANTESRegulated upon

Activation, Normal T cell Expressed, and Secrettd) a été montré que les monocytes sont
indispensable pour la sécrétion de CCL5 par les lymphocytes TBA présence de
phytohémagglutinineu du TNF . (297,298) 6 L O ffadtkinlammatoiredu ZPI nécessite la
VpFUpWLRQ GH &&/ FHOD H[SOLTXHUDLW OYDEVHQFH GTHI
pro-inflammatoires du ZPI sur les monocytsslésstimulés par le LPSinsi que la nécessité

GITXQH FRRS pdir®aiitteRel nioRoOy@X € les lymphocy@s.mécanisme implique
OYDFWLYDWLRQOGB. XLYRKHPEQWH ODO,\WpdtymMne RQi G,/
inflammatoire(293) 7TRXWHIRLY OD-VpBUPWLRONGH, /pWXGLpH GDQV (
VDQJ WRWDO OH\pradXitesEwrit op faiby., /
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/ID FRRSpUDWLRQ O\PSKRF\WHV PRQRF\W Hnlamamidire QGLV SHQ
ZPI. Si on peut envisager cette coopératinun médiateur soluble comme CCLS5, il a aussi

été montré que les lymphocytes amplifient la production de cytokingsffammatoires par

un contact cellulaire direct entre les lymphocytes T et les mono@863 Plusieurs études

ont cherché adentifier les molécules de siace nécessaires a cette intéractiomontrant par

exempleO L P S O L FeDRacktR RndBot antigefiFA)-1/intercellular adhesion molecule

(ICAM)-1 ou du CD40/CD40L. /TH[SUHVVLRQ etGdt CDPBO a la surface des
lymphocytesactivés(par du phytohémagglutinine A/phorbol myristate acétate, PHA/PMA)
contribue a D VpF U pW L ReMiornocyte$300,301) De méme, dés lymphocytes T

activés, isolés du liquide synovial des patients ayant une arthrite rhumatoide ou activés par

O %153, stimuleat la production ¢ TNF. SDU OHV PDFURSKDJHV HW O¢fHIIF
anticorps antLFA-1, anttCD69 ou antlCAM-1 (302) Ribbens et coll. ont montré que la
VpFUpWLRGDAN OHYV PRQRF\WHV LQGXLWH BD WIDp4assad \PSKRF
en partie par la liaison CD40/CD4@B03) / ®ffet antiinflammatoiredu ZPI pourrait donc

passer parO 1 L Q K .CHLRARtaBt Qirect entre les lymphocytes et les monocytes, en se liant

SDU XQH GH FHV PROpFXOHV GH VXUIDFH SUpFpGHPPHQW
H[SpPULHQFHY SUpOLPLQDLUHV HQ F\WRPpWULHstt@cel OX[ MT

des monocytes et plus faiblement aux lymphocfrésultats non montrés)

/1 H11H Whfl@r@¥tdire du ZPI pourraitD XVVL SDVVHU SDU GYIDBDXWUHV Pp
réfere a fl D OBaktidrypsine /1$$ 7 udé/phdtéine de la superfamille des seepicomme

le ZPl,et HVW DXVVL XQH SURW 300 HDeGuoinbtelide® ¢0de$ ¢hDridhtié Q

O 1 H I | HANanr@tdireet anttapoptotiqueGH OY$$7 GRQW OHV PpFDQLVPHYV
sont pas encoreompletement élucidémais qui de fagon similaire au ZPimpliqueraient en

partie sa boucle réactiy€@05 'H PDQLgUH GpSHQGDQWH GHeW8 ERXFOI
fixant au récepteur des complexes serph®@ [\PH LQGXLW XQH r&cppieipW LR Q
antagoniste (IELRa) par les cellules mononucléées sanguihestefois, R XV QIDYRQV SD
détectéde sécréton accrue G -1Ra avemotre puce protéiquen présence de ZHDe facon
intéressante,ne inhibition dutumor necrosis facter.-converting enzyme7$&( SDU O1$$7

D DXVVL pWp REVHUYpH PrP HpidtéaseBoanie-pdunleZBIVE B R W U/HW L G
PWXGHYVY RQW PRQWUp T X Hefteffeghirfledriztalrepgan vy mBcamtdmde X Q
QpFHVVLWDQW SDV VD ERXFOH UpDFWLYH FDU XQH IRUPH |
TNF-. HW GH OHIW D XJPHQW H U -10 bantipd-roondéss Rtthu@g par le LPS

(306) PDLV DXFXQ PpFDQLYVP dé®iR0Oup Ex¥lQuzt ddtte dpgebvapdi. p
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/1 H 11 HiMihflar@natoire du ZPI que nous avons mis en évidence pourrait expliquer le
UpvXOWDW GH FHUWDLQHYV pWXGHYVY FOLQLTXHV ,0 HVW PD
est une pathologie inflammatoif807). Sofi et coll. ont montré une corrélation entre un taux
SODVPDWLTXH IDLEOH GH 3= HW =3, HW OD V{0ocp UL WYV &@H O ¢
a notre connaissaec la seule étude qui a obseneétaux plasmatique de ZPI dans les

malalies thrombotiques artérielles. Par contre, de nombreuses travasygg#ré un lien
HQWUH WDX[ SODVPDWLTXH GH 3= HW SDWKRORJLH LVFK
comprendre le lien. Comme il existe une corrélation entre taux plasmatique deRZEIle

ZP1 ayant des propriétés amiflammatoires, 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

QH SHUPHWWDQW SDV GTLQKL Eitdd)préskents &ipnivBaQ deésRdsidnsL Q 1 O D
athéromateuses. Cette hypothese semble corroborée par les travaux de Butschkau et coll., qui
ont observé une prolifération plus importante de la néointima aprés Iésion de la carotide par le
chlorure ferrique chez des s@mudéficitaires en PZ que chez les souris téem(308). Il est a

noter que chez la souris, il semble davantage que ce soit la PZ plutdt que le ZPI qui ait des
propriétés immunomodulatricedinsi FH VRQW FKH] OHV VRXULV GplILFLW
observe des taux élevés daokynes preinflammatoires quand elles sont soumises a une
inflammation systémiqué&68) ,0 IDXW QRWHU pJDOHPHQW TXH FKH] OC
enefFgv GDQV OH SODVPD FRQWUDLUHPHQW j Of+RPPH 4XR
FKH] OT+RPPH TXH FKH] OD VRXULV VHPEOH LQGLTXHU XQ
OYLQIODPPDWLRQ DX QLYHDX VA\VWpPPLTXH RX DX QLYHDX O

Concernant la régul@tRQ ORFDOH GH OYLQIODPPDWLRQ RQ SHXW D;
GH =3, SDU OHV FHOOXOHV FDQFpUHXVHV HVW XQ PR\HQ S
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
SUpVHQFH GH 3= HW =3, VXU OHVY PDFURSKDJHV DVVRFLpV I
SDV pWp REVHUYp G1$51P GH =3, QL GH 3= GDQWVXQH¥V7$0)\
provienneét du tissu tumoral. Il est donc possible que la sécrétion de ZPI par les cellules
FDQFpUHXVHVY VRLW XQ PR\HQ GfpFKDSSHU DX[ GplHQV
OfLQIODPPDWLRQ QpFHVVDLUH j Of{DFWLYDWLRQ GX V\VWQqF

Ce possibleFRQWU{OH ORFDO GH OfLQIODPPDWLRQ SDBatteOH =3, (
HQYLVDJHU OH GRVDJH GX =3, GDQV GIDXWUHV SDWKRORJL
exemple été montré qua bronchepneumopathiechronique obstructive (BPCQgst une
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PDODGLH LQIODPPDWRLUH FKURQLTXH GHV EURQFKHV SRX)
&THV Wwiattkedme FDXVH GH GpFqV DX QLYHDX PRQGLDO HW Of
significativement corrélée a une exposition chronique a des particuleesiodes gazs ou
particulierement la fumée de cigaref89) Cependant, dans une population tabagique, seule

15 VRQW YLFWLPHYV GTXQH DWWHLQWH HPSK\VpPDWHXVE
génétiques ou environnementa{®.0) Un déficit en AAT a été associé au développement
GITHPSK\VgPH SXOPRQDLUH GRQW OH BUBI2XAU mXId RASQWH FK
résultats, on peut se demandeursidéficit en ZPpourrait constitueun facteur de risque de
développer un emphyséme pulmonaire chez les patients avec une kpoeohwopathie

chronique obstructive (BPCO).

La deuxiéme partie de ce travail a montré g pODVWDVH QHXWURSKLOH (1
NETsSHXW HQWUDvQHU OD SHUWH GHFGWVWOWW LYQODWFWDQYWWERQ
FOLYDJH DX VHLQ GH OD ERXFOH UpDFWLYH GX =3, Re GHYV
présentsDeux autres sites delivages successifs sont observés conduisant a un peptide de 56

kDa, puis réduit a 43 kDa. Nous avons analysérlil electrophorétique dwZPI chez

qguelques patients en choc septigu@ IDXJPHQWDWLRQ PLV HQ pYLGHQF
immunoenzymagque par rapport aux témoins sains est représentée par une intensité plus
importante de la bande correspondant au ZPl. Cependant, aucun des patients analysés ne
présentait un ZPI clivé ayant une masse moléculaire de 56 ou 43 &bakFL QTHVW SD
surprenant FDU OfpODVWDVH QHXWUR SR13D BIDHNVRMR QWX\WU DD G Bl
GITXQH EDQGH GH SOXV IDLEOH SRLGVY PROpFXODLUH j HQY
patients, traduisant probablement le clivage 2P| au niveau de sa boucle réactive. Ce
FOLYDJH UpVXOWH GRQF GH OD OLDLVRQ GX =3, OYHF OHV
entrainanuune perte de@dtivité anticoagulantdu ZP1l Sachant que le taux plasmatique de
O71$%7 OH SULGRWUSGBH OQKILEHWW DXJPHQWpP DX FRXUV GH O
des deux formes clivées du ZRduits parO (1 QTHVW REVHUYpH LO HVW SO;
forme de ZPI résulte de sa liaison avec le FXaou le FXIAMRLTXfLO HQ VRLW FHV F
montrent que le systeme PZ/ZPI est activé chez certains patients au cours du choc septique.
&H FOLYDJH QYHVW SDV REVHUYp FKH] WRXV OHV SDWLH
complexe PZ/ZPI est sollicité par exemple chez des patients ayant unat@imimportante

GY%7 DXTXHO FDV OH V\VWQqPH s$econd?, lighé€R QouMempéehdrUD LW )
OYDFWLYDWLRQ GH OD FRDJXODWLRQ RX ELHQ VL FTHVW V

contact par certains germes.
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La coagulation étant umo\HQ GH GplHQVH GHmAUhBthrdntbQsk)veR Hius ke
OLPPXQLWpPp LQQpH DX FRXUV GH OfLQIODPPDWLRQ V\VYV
neutralisatiordu ZPIGH PDQLqUH ORFDOLVpH SHUPHW DLQVL OD IR

conduisant am caillot et limitant la propagation du pathogene.

1RXV DYRQV REVHUYp TXH OfpODVWDVH QHXWURSKLOH LQCGC
boucle réactive. Comme un variant de ZPI muté sur le site actif garde une bonne partie de son
activité antiinflammatoire, on peut supposer que le premier clivage rapide du ZPI par les
1(7V QIDQQXOH SDM VIR PHPIDMWR LUW VD XI VL FH FOLYDJH
déstructuration importdae du ZPI clivé. En revanchepus ignorons si les deux peptides de

plus petite masse moléculaire issus du ZPI apres les clivages plus tardifs gardent ou non leur
effet anti LQIODPPDWRLUH &HWWH LQIRUPDWLRQ QRXV SHUPE
amnc WHUPLQDOH GX =3, TXL HVW FOLYpH ®MNMUSRKRKIDO DY PW H
antrinflammatoire du ZPI et permettrait de mieux comprendre la relation strifoturton

du ZPI.

Dans la derniere partie de ce travail, nous avons donc étudié les variations des taux de PZ et

de ZPIl au cours du choc septigue. Nousnavainsi observé que le taux de PZ était
significativement diminué dans les premieres heures qui suivent le choc septique. Cette
diminution peut étre dle soit a un défaut de synthése, associé a une éventuelle défaillance
hépatique, soit a une consommatiaccrue, indiquant alors que le complexe PZ/ZPI est
effectivement impligué 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 comsnation. Cependant, malgré ces taux élevés de ZPI, nous
QIDYRQV SDV SX PRQWUHU TXH OHV SDWLHQWY TXL DYDLH(
VXUYLH VXSpULHXUH DX[ DXWUHV S D Wit Walait &l¢s BabQ G D Q W
G § hoins 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 pr
inflammatoires. En fait, nous avons administré &lais du ZPIl recombinant humainretus

avons observé que le rhZPI avait une demicourte PrPH HQ DEVHQFH GYILQMHF
( GDQV OH SODVPD K H X U.HPab &bksgyuettfebt Géreskaitrd\dd D W L R C
disposer de ZPI recombinant murin (rmZPI), pour voir si le rmZPI exerce aussi une activité

antt LQIODPPDWRLUH FKH] OD VRXUL Vétr&QI& RA/mriMeRgRiVa deX T XH |

145



SURSUpWpPV LPPXQRPRGXO D W-bverradoélérél e 2APNduCotdd chotV H X Q W
septique expérimental.

Les propriétés anthflammatoires ga nous avons mises en évidemassociées a son activité
anticoagulante du ZPI le rendent comme un candidat potentiellement intéressant dans diverses
situatiors pathologiques ou eexistent a la fois un état inflammatoire et une activation
excessive de la coagulation. Une pathologie trés fréquente est la survenue des accidents
YDVFXODLUHV FpUpEUDX[ LVFKpPLTXHV /IfXWLQteyvdaWLRQ G
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 permattd GH OLP LW koh(304) ILEZR PdRifPald tdnc peut

étre constituer une nouvelle stratégie thérapeutique dans ce contexte.

'"HV pWXGHV FOLQLTXHV VRQW DFWXHO WKH Q /SHQJ W RTXHN &
GDQV OD WUDQVSODQWDWLRQ GTRUJDQHV FR¥BHCaDHV LO{\
O71$%7 D pWp PRQWUpH FRPPH LQKLEDQW OD PRUW FHOOX
LQIODPPDWRLUHY GDQV AHSFRAEXYUHRQ TDWXF #gplafitdton GTXQH
pulmonaire chez le rgB16) 'H PrPH O7$%$7 GLPLQXH OfLQIODPPDWLRQ
des souris transplantées par des ilots pancréati@ldd Comme ¢ ZPl diminue aussi
OYLQIODPPDWLRQ HW SUpVHQW Hen(§ DeésDefets RBidddguait® YRLU F
puisquela premiére cause de la perte précoce du greffon est la thrombose veineuse dans la
greffe du pancréas (6 a 20 % des d@98) O XWLOLVDWLR@anspMtatids GDQV C

pourrait étreenvisage.

'H PrPH GDQV OH P\pORPH PXOWLSOH LO Hé&t&INFXQH SUR
SDU OHV FHOOXOHYV P\pOR RxtWgHacsde\tde DR Q T X LT X RQYAV SW R H
critére de mauvais pronost{819) De plus, le risque thromboembolique est accru chez ces
SDWLHQWY QRWDPPHQW HQ UDLYVR®0GOh gt xiadd edvisage LR Q C
TXH OfDGPLQLVWUDWLRQ GH =3, SRXUUDLW FRQVWLWXHU
veineuse, et sa capacité a diminuer la sécrétionife M SRXUUDLW SDUWLFLSHU |

des lésions osseuses.

Enfin, le ZPl pourrait constituer un traitement de choix du choc septique. En effet,
FRQWUDLUHPHQW DX[ PpGLFDPHQWYV LPPXQRPRGXODWHXU
anticorps ciblant le TN R X QLY gui ciblaient uniqguement une cytokine et inhibaient
FRPSOgQWHPHQW VRQ HIITHW OH =3, GLPLQXH OH WDBX[ SODV
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71). -,/ HW -0), B est important de souligner que contrairement a ce qui est obtenu
avec lesanticorps monoclonaux, il persiste encore une production de ces cytokines pro
LQIODPPDWRLUHYVY TXL VRQW QpFHVVDLUHV SRXU DLGHU (
(QILQ OH =3, HQ DEVHQFH GH 3= QMLQKLEH TXHuOH );,D
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
WHPSV SUpYHQLU OYDSSDULWLRQ GH &,9'pthdpapefetWHU OH
indésirable des autres inhibiteurs physiologiques de la coagulation étudiés dans le choc

septique.
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Titre : Effets antiLQIODPPDWRLUHV GH O 1L QKL E L WrtérétUpdieptHonGre
traitement adjuvant du sepsis.

Mots clés: sepsis, anticoagulant, inflammation, protéine Z, élastase neutrophile.

Le choc septique est une défaillance circulatoire aigué déclenchée par un agent infectieux, en
des désordres hémodynamiques, métaboliques et viscéraux, en raison notamment de la libér
cytokines proinflammatoires. Le taux de mortalité esi #p HQYLURQ IMTPpYR
sévéres est souvent compliquée par des phénomenes thrombotiques qui résultent en p
OYDFWLYDWLRQ GH OD FRDJXODWLRQ SDU OHV DNE4t@@MIiNV

Extracellular Traps (NETSs) par les polynucléaires neutrophiles. Ainsi, chez ces patients,

coagulation intravasculaire disséminée (CIVD) est souvent observée, caractérisée par U
GIpTXLOLEUH Le&gtvwDUCisqueRaromiotique et un risque hémorragique, & 3
FRQVRPPDWLRQ GHV IDFWHXUV GH FRDJXODWLRQ 30X
GIDQWLWKURPELQH $7 RX GH 3URWpPLQH & DFWLYpH GL
OYDFWLYDWLRQ GH OD FRDJXODW IlcRrdprotétielry etDaXivignmaddyesD
indépendants de leur activité anticoagulante. Toutefois, leurs effets cytoprotecteurs néce
OYDGPLQLVWUDWLRQ GH GRVHV pOHYpHVY UHVSRQVDEOH

/L Q KL EdpdhthXtide Ga protéine Z (ZPI) est umret§ine apmrtenanta la superfamille des
VHUSLQHV F Radfpostededihe activité anticoagulante plus restréates un modeéle en
vVDQJ WRWDO MIDL REVHUYp TXH OH =3, H[HUFH XQ HII
inflammatoires (Ik6 et TNF. HQ UpSRQVH DX OLSRSRO\WDFFKDULGH
OD FRQFHQWUDWLRQ SkWLIPORPIDWRLUBTHSIHWXO O LQTH
GH 3= RX GfKpSDULQH QRQ IUDFWLRQQNWHGXT XB,PD-MBRO M QW
avec un variant de ZPIl muté sur son site actif (ZPl Y387A), suggérant que le ZPI possede u
indépendant de son activité anticoagulaimevitro, en sang total, le ZPl augmente précocement
production de CCL5, une thiokine ayant des propriétés aimflammatoires. Ces observations on
PWp FRQILUPpHV GDQV XQ MR8 ek 16 §ddi3,ER e {dnQpaP\uold intra
péritonéale du LPS. Les souris qui avaient recu simultanément du ZPI recombinaint doman
WDX[ SODVPDWLTXaGEtS©ODNY. IDXHEOHBG VRXULY FRQWU{OHV H
dans le lavage péritonéal.

'H SOXV QRXV DYRQV PLV HQ pYLGHQFH HQ PLOLHX SXUL
a la surfaceles NETSs induisait plusieurs clivages du ZPI. Le premier clivage se produit au niveg
la boucle réactive du ZPI, qui perd alors son activité inhibitrice sur les FXa et FXla. La PZ ne pr
SDV OH =3, GH VD GpJUDGDWLRQ SR irddite @& Ved/ BETH poddait
participer a leurs propriétés procoagulantes.

Enfin, nousavons étudié les variations des taux plasmatiques de PZ et ZPI chez 100 patients
de sepsisévere. Dans les premiéres 24 heures, nous avons observé une diminution du taux de
rapportaun JURXSH GH VXMHWY VDLQV HW j OfLQYHUVH XQH
Ce taux élevé de ZPI persiste a J3 et J7, alors que ld¢aRX augmente. Les variations de PZ ou Z
QH VRQW SDV SUpGLFWLIV GH OD PRUWDOLWRDP j MRXUV

Ces résultats suggérent que des doses élevées de ZPI (4 fois la concentration physiologique) p
constituer un traitement adjuvant du choc septique, en diminuant la production de cytokine
inflammatoires, avec un risque hétddJ DJLTXH IDLEOH SXLVTXH OfLQKL
antithrombotiques dépourvues de risque hémorragique
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Title : Anti-inflammatory effect of Protein-Aependent protease inhibitor (ZPla potential benefit
on sepsis adjuvant therapy

Key words : sepsis, anticoagulant, inflammation, giotZ, neutrophil elastase

Septic shock is an acute circulatory failtniggeredby an infectious agent, resulting in hemodynami
metabolic and visceral disordensotably due toa production ofproinflammatory cytokinesThe
mortality rate is high (about 40 %evere sepsiss often complicated with thrombotic events.
results from an activatiorof coagulation bythe infectious agent, but alsérom Neutrophil
Extracellular Traps (NETSs) releabg neutrophis. Thus,disseminatedhtravascular coagulatiofDIC)

occursfrequentlyin these patientsDIC is characterized bynaunstable equilibrium, where coexist a

thromboticrisk due to excessive coagulation activation, atdeeding risk provoked bycoagulation
factors consumptionMany studies suggestete administrationof antithrombin(AT) or activated
protein C(APC) in septic patients, it may decrease mortdbgylimiting coagulation activation, but
also thanks totheir cytoprotector and antiinflammatory effects independent of their anticoagu
activity. However,high doses of AT and APC are recquired to indtlesir cytoprotector effects
resulting in an increased risk of bleeding events

Protein Zdependent protease inhibitor (ZPBHelongs to theserpin superfamily,as well as
antithrombin,alhough itsanticoagulant activitys more restrictedn awhole bloodmodel, | observed
that ZPI inhibits proinflammatory cytokines production -@L and TNF-. induced by
lipopolysaccharid (LPS). Aa high concentration (4 times physiologic levahe antiinflammatory
effect of ZPI is not modified by the presence of prot&ior unfractionned heparin, whid¢towever
increase ZPI anticoagulant activity. In addititime antiinflammatory effect is maintainagiith a ZPI

mutated on his reactive center loop (ZPl Y387A). These results suggest that ZPl has
antiinflammatory effecindependent of his anticoagulant activity. In whole blaadin vitro mode|

ZPl induced an early rise of CCL5 production, a chimiekivith antiinflammatory propertie3hese
observations were confirmed vivo , in a mouse endotoxinemia modeising intraperitoreal LPS
injection. Mice treatedwith recombinant human ZPI had lewlL-6 and TNF-. plasmatic levels
comparedvith control mice, andhigherperitoneal lavage CCL5 level.

In addition, we brought to light that neutrophil elastaan enzymattaded toNETS induced many
cleavages of ZRin a purified system The frst cleavageccursin the reactive center loop of ZRind
results in alost of its FXa and FXlainhibition activites 3= GRHV QW fi8rd Blagthise \
neutrophil degradationThus, ZPl degradationinduced by NETs could participate to thei
procoagulant properties.

Lastly, we studied PZ and ZPI plasmatic level variations in 100 patients with severe sapsifrdn
24 hours, decrease of PZ level was observed compdtiedhe healthyvolunteers grouplnversely,
theZPI level increased almost 2.5 times. This high ZPI plasmatic level is maintained at day 3 ar
7, while PZ level increase 3= DQG =3, SODVPDWLF OHY HDOmarialltylLad 30 L
daysnor DIC ocurrence.

These results suggest that high dose of ZPI (4 times physiaiogcentration) could be a septic shoc
adjuvant treatmertty proinflammatory cytokines decrease, with low haemorragic risk, because |
inhibition hasan antithrombtic activity without haemorragic risk.
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