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AVANT PROPOS 

 

 

Le sepsis sévère, syndrome infectieux avec défaillance d’organe, est un problème majeur 

de santé publique. En effet, ce syndrome se caractérise par sa forte incidence dans la 

population générale (et qui ne cesse d’augmenter) et surtout par son importante morbidité et 

mortalité. Il concerne de près le réanimateur médical qui est amené le plus souvent à prendre 

en charge ces patients, avec un taux de mortalité en réanimation qui diminue progressivement 

mais qui reste encore élevé (environ 30%). Grâce à la recherche clinique, la prise en charge a 

essentiellement progressé ces dernières décennies sur l’antibiothérapie, sur la rapidité, sur 

l’intensité des soins, et sur la suppléance des défaillances viscérales. La recherche a également 

permis d’améliorer la compréhension physiopathologique de ce syndrome face à l’agression 

infectieuse et des réactions biologiques qu’elle induit. L’agent infectieux quel qu’il soit, induit 

une réaction inflammatoire dont la cellule endothéliale est le pivot. Cette activation 

endothéliale et le cortège de réactions inflammatoires sont fortement intriqués avec 

l’hémostase.   

 

Au cours de la transplantation d’organe solide comme la transplantation rénale par 

exemple, l’endothélium est à l’interface entre le sang circulant du receveur et l’organe 

transplanté et, est là aussi au cœur de la réaction qui va éventuellement déclencher le rejet 

(notamment aigu). Cette réaction de rejet passe par une activation endothéliale tout à fait 

proche de celle du sepsis et associée là aussi à des troubles de l’hémostase (Keven, 2010). 

 

Ces syndromes que ce soit infectieux ou de rejet d’organe transplanté se retrouvent sous 

l’entité dysfonction endothéliale pour laquelle la recherche reste un enjeu important, pour en 

améliorer la compréhension et les thérapeutiques.  

 

Il existait une logique à ce que se mette en place ce projet de recherche orienté sur 

l’activation endothéliale au cours de l’inflammation (et notamment du sepsis) dans une équipe 

de recherche dont la thématique est l’activation endothéliale et ses marqueurs (au cours de la 

transplantation d’organe). 
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Partie  1] INTRODUCTION GENERALE 

 

I)  L’endothélium 

I. A)  Description générale 

 

L’endothélium vasculaire est un tapis monocouche semi-perméable de cellules tapissant 

l’intérieur de tous les vaisseaux sanguins, lui conférant une position tout à fait particulière 

entre le sang et la paroi vasculaire, puis les tissus (Figure 1). Sa simple description 

morphologique le rapproche d’un organe à part entière avec un nombre de cellules estimé à 

plus de 1013 éléments, une surface globale estimée à plus de 5000 m² (la valeur de 6 terrains 

de football) et un poids d’environ 1.5kg (Ait-Oufella, 2010). 

 

 
Figure 1 : Endothélium au sein de la structure du vaisseau sanguin 

 

I. B) Description histologique  

 

Ces cellules endothéliales (CE) ont une morphologie particulière. Ce sont des pavés 

aplatis et allongés, relativement jointifs de 1 à 2 µm d’épaisseur, 100 µm de long par 10 µm 

de large. Le tapis endothélial, reposant sur la membrane basale, est constitué comme une 

mosaïque de cellules en losange dont le plus grand axe est orienté dans le sens de la 

circulation sanguine (Figure 2). 
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Figure 2 : Tapis cellulaire endothélial 

 

Le tapis cellulaire est recouvert par une fine et très fragile interface : le glycocalyx. 

Celui-ci correspond à une couche de glycoprotéines, de glycosaminoglycanes (GAG) et de 

protéoglycanes chargée négativement qui limite le passage des grosses molécules dont les 

lipoprotéines, et les protéines plasmatiques (Reitsma, 2007). Parmi les GAG, sont concernés 

notamment l’heparane sulfate et le dermatane sulfate, proférant à l’endothélium des propriétés 

anticoagulantes. Il existe par contre des petits espaces intercellulaires (20 nm) permettant le 

passage d’eau et des petites molécules. Ces espaces intercellulaires sont parsemés de 

complexes protéiques assurant les jonctions et la communication entre les différentes CE 

(«gap-junction»). 

Ce tapis cellulaire repose sur une membrane basale et une matrice riche en facteurs pro 

coagulants.  

Les CE font donc l’interface entre un contenu nécessitant anti coagulation et un 

environnement prêt à activer la coagulation. 

 

Enfin, la constitution des CE, éclairée notamment par la microscopie électronique et ses 

progrès, est marquée par la mise en évidence des cavéoles et des corps de Weibel-Palade. Les 

cavéoles assurent la transmission des signaux entre l’apex cellulaire et les parties basales ou 

latérales. Les corps de Weibel-Palade sont des vésicules denses, assurant le stockage de 

protéines telles que le facteur Von Willebrand (vWF) et la P selectine (P-Sel). 

 

Il est à noter que les propriétés morphologiques et/ou fonctionnelles et/ou histologiques 

décrites in vivo sont modifiées lors de cultures cellulaires in vitro, notamment par la 

disparition de la soumission aux forces de cisaillement. Ces différences fonctionnelles entre in 

vivo et in vitro témoignent de la plasticité des CE et doivent inciter à la prudence pour éviter 

les erreurs d’interprétation des résultats expérimentaux concernant les CE. 
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I. C) Hétérogénéité des cellules endothéliales 

 

Malgré une origine commune dérivée des cellules mésodermiques, la différenciation 

cellulaire a conduit à une très grande hétérogénéité des CE, en fonction du type de vaisseaux 

(artère, veine, capillaire, veine ombilicale), en fonction de la taille des vaisseaux (vaisseau 

proximal type aortique ou vaisseau distal type artériolaire), et aussi en fonction de l’organe et 

des tissus (Aird, 2007; Aird, 2007). Cette hétérogénéité si l’on considère l’endothélium 

comme un organe, devrait conduire à parler non pas d’un endothelium mais des « endothela ». 

Ces différences inter cellulaires peuvent être morphologiques (notamment en fonction de 

l’exposition aux forces de cisaillement), peuvent concerner la perméabilité et les espaces 

intercellulaires selon le type de vaisseau et les organes impliqués (endothelium continu ou 

fenestré) et sont aussi le plus souvent fonctionnelles avec des variations de phénotype 

conséquentes (Auerbach, 1985; Turner, 1987; Aird, 2005). Cette hétérogénéité peut concerner 

également l’intensité des réponses fonctionnelles aux stimuli (Aird, 2003).  

 

Cette diversité des CE est donc une diversité selon les espèces, les organes, les vaisseaux 

et leur taille mais aussi selon les individus [exemple, molécules du complexe majeur 

d’histocompatibilité (CMH)].  

 

Cette hétérogénéité doit là aussi conduire à la prudence quant à l’interprétation des 

résultats expérimentaux. 

 

I. D) Les grandes fonctions physiologiques de l’endothélium 

 

Contrairement aux croyances historiques qui attribuaient à l’endothélium un simple rôle 

de « contenant » permettant d’apporter oxygène et nutriments aux organes, ce tapis cellulaire 

est loin d’être inerte, compte tenu de ses propriétés physiques et biologiques (Busse, 2006). 

En effet, les CE permettent de maintenir la fluidité sanguine (hémostase), de réguler le débit 

et la pression sanguine (tonus vasculaire), de contrôler la perméabilité de la paroi vasculaire 

(extravasation plasmatique), de réguler l’angiogénese et enfin, d’initier la réponse 

inflammatoire notamment par diverses interactions cellulaires avec les plaquettes et les 

leucocytes (Figure 3) (Pober, 2007).  
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Figure 3 : Grandes fonctions des cellules endothéliales 

 

I. D. 1) Angiogénèse /Vasculogénèse 

 

I. D. 1. a) La vasculogénèse 

 

La vasculogénèse est la constitution et l’organisation du réseau vasculaire par les CE au 

cours de l’embryogénèse. 

Les CE sont issues de la différenciation des cellules mésodermales en hémangioblastes 

qui formeront progressivement les ilots sanguins primitifs, première structure vasculaire 

formée. Les hémangioblastes se différencient ensuite en cellules souches hématopoiétiques 

(précurseurs notamment des cellules sanguines circulantes) et surtout pour les cellules les plus 

périphériques en angioblastes précurseurs des CE. 

Sous l’influence de facteurs de croissance (VEGF, bFGF…), les angioblastes et CE 

migrent sur la matrice, s’organisent en tubules vasculaires pour former des plexus vasculaires 

qui formeront les vaisseaux embryonnaires (Risau, 1995). 

Angiogénèse(1) 

Tonus vasculaire (2) 

Inflammation (4) 

Hémostase (3) 

Hémostase primaire 

•Activation : vWF, PGI2 

•Inhibition : NO 
 

Coagulation 

•Activation : FT 

•Inhibition: TFPI, EPCR, TM, 
Heparan/Dermatan sulfate 

Fibrinolyse 

•Activation : tPA, uPA 

•Inhibition : PAI-1 
 

•Constriction : Endotheline , 
Tromboxane A2, PAF, Angiotensine II 

•Dilatation : NO, PGI2 

•Activation (proangiogénèse): 
VEGF, Angiopoïetine 1 et 2, bFGF, 

TGFβ, PDGF 

•Adhésion : E-Sel, VCAM, 
ICAM, PCAM 

•Chemokines : MIP-1 et 2, 
MCP-1, IL8 

•
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I. D. 1. b) L’angiogénèse 

 

Par opposition, l’angiogénèse ne constitue pas la création d’un réseau vasculaire de novo, 

mais correspond à la formation de vaisseaux sanguins sur un réseau pré existant. Ce 

mécanisme est bien sur physiologique au moment du développement, lors de la réparation 

tissulaire, mais peut également être impliqué dans des processus pathologiques tels que le 

développement tumoral. 

Le mécanisme principal est celui d’un bourgeonnement d’un nouveau tube vasculaire sur 

un vaisseau pré existant, faisant suite à une vasodilatation et une dégradation de membrane 

basale et de la matrice (Carmeliet, 2005). Ces processus complexes sont médiés par 

l’interaction entre la matrice et divers types cellulaires [CE, cellules musculaires lisses 

(CML), fibroblastes, cellules sanguines] ainsi que par de nombreux facteurs pro et anti-

angiogéniques impliqués (NO, VEGF, PECAM-1, angiopoïetine-1 et -2, bFGF, IGF-1, 

PDGF, TGF-β…). 

 

I. D. 2) Tonus vasculaire 

 

Le tonus musculaire vasculaire entretenu par les CML de la média permettent de 

maintenir le flux sanguin en régulant le diamètre du vaisseau. A l’état physiologique, le tonus 

vasomoteur est à l’état de demi-contraction, permettant une régulation soit vers la 

vasodilatation soit vers la vasoconstriction. 

Les CE participent activement à cette régulation du tonus sous l’influence de facteurs 

mécaniques (forces de cisaillement, tension pulsatile) et/ou biochimiques issus soit de la 

lumière du vaisseau soit des tissus (Furchgott, 1980). Les CE produisent et libèrent des 

substances vasodilatatrices telles que le NO (médiateur constitutif) ou la prostacycline (PGI2) 

ainsi que des substances vasoconstrictrices telles que l’endotheline, le Platelet Activating 

Factor (PAF), la tromboxane A2, et l’angiotensine II. Ces différents médiateurs ont des 

réactions croisées avec d’autres chaines fonctionnelles, comme l’adhésion plaquettaire pour la 

PGI2, ou l’adhésion des leucocytes pour le PAF. 
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I. D. 3) Hémostase : Anticoagulation / Procoagulation 

 

Le système hémostatique est un système complexe partagé constamment entre ses deux 

impératifs, maintenir la fluidité sanguine et être capable de stopper au moins localement une 

hémorragie. Ce système implique les cellules sanguines circulantes et notamment les 

plaquettes, les facteurs plasmatiques protéiques et enfin la paroi vasculaire. 

De par ses qualités physico-chimiques et biochimiques, l’endothélium est en première 

ligne face au sang circulant pour éviter qu’il ne thrombose (Bombeli, 1997). En effet, en 

situation physiologique, l’endothélium participe activement au maintien du flux sanguin avec 

en surface endoluminale des propriétés anti-agrégantes et anti-coagulantes. Par contre en 

situation pathologique, notamment en cas de lésion vasculaire, la tendance doit s’inverser 

avec la nécessité d’un état pro-coagulant au moins localement. L’endothélium, en situation 

quiescente a donc une tendance anti coagulante alors que le sous endothélium est plutôt pro-

coagulant. 

 

Il est classique de séparer de manière artificielle les phases de la coagulation en 3 étapes, 

l’hémostase primaire, la coagulation au sens propre et enfin la fibrinolyse. Cette séparation est 

bien sûr caricaturale car ces 3 étapes ne sont pas successives mais plutôt concomitantes, sont 

étroitement liées et interdépendantes, mais sont différentes en durée et surtout en intensité. De 

plus l’importance respective des ces différents mécanismes est différente selon les 

localisations des lésions vasculaires (type de vaisseau artériel ou veineux, taille du 

vaisseau…). 

 

I. D. 3. a) Endothélium et Hémostase primaire 

 

L’hémostase primaire représente la phase « initiale » de la coagulation, c’est à dire la 

phase de création du thrombus plaquettaire après la lésion vasculaire. A l’état quiescent , les 

CE isolent mécaniquement le sang du sous-endothélium, expriment une polarisation négative, 

séquestrent le vWF (principal médiateur de l’adhésion et l’agrégation) en intracellulaire dans 

les corps de Weibel-Palade, libèrent du NO, de la PGI2 et expriment l’ADPase, puissants 

vasodilatateurs et anti-agrégants (Figure 4). 

En cas de lésion vasculaire, le premier mécanisme enclenché est celui de la 

vasoconstriction. Le sous endothélium (et sa matrice riche en collagène) est exposé et le 
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facteur vWF est libéré. Une partie de ce facteur vWF est libérée dans la circulation mais une 

grande proportion est libérée vers la matrice pour se lier au collagène sous endothélial et y 

favoriser l’adhésion via les récepteurs glycoprotéiques, puis l’agrégation plaquettaire 

(associée à l’activation plaquettaire). 

 

 
Figure 4 : Rôle des CE dans l'hémostase primaire 

D’après Pober (Pober Sessa, 2007) 

I. D. 3. b) Propriétés pro-coagulantes 

 

La coagulation proprement dite aboutit à la formation de caillots de fibrine après 

multiples réactions protéolytiques. Après expression des facteurs pro coagulants comme le 

facteur tissulaire (FT) dans le sous endothélium ou sur les plaquettes activées, les protéines 

sériques de la coagulation (VII, X, IX, XI et II) sont respectivement et progressivement 

activées. Les facteurs (F) V et VIII activés peuvent jouer dans cette chaine un rôle de 

cofacteur. L’objectif de cette réaction est la génération de thrombine (FIIa) principal acteur 

dans la transformation du fibrinogène en monomères de fibrine, qui ont pour capacité de 

polymériser pour former le caillot, renforçant le thrombus plaquettaire. La thrombine est 

également considérée comme facteur pivot de par sa dualité d’action, d’une part, d’auto 

amplificateur de la réaction coagulante et, d’autre part, de régulateur par son effet d’activation 

des voies anticoagulantes. 

 

Les différentes étapes de la coagulation : 

Lors de la lésion vasculaire, le FT est exprimé, fixe le FVII et le rare FVIIa spontané. Le 

FVII est ainsi activé et s’auto active accélérant la réaction. Le complexe FVIIa/FT a surtout 
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pour effet d’activer soit le FX directement, soit le FIX, qui une fois activé lui aussi peut 

activer le FX, initiant la coagulation dite de la « voie extrinsèque », prédominante. Le FX 

ainsi activé peut ainsi former la thrombine (FIIa). La thrombine a alors pour effet de 

poursuivre l’activation plaquettaire (et multicellulaire), elle active les facteurs V et VIII, 

cofacteurs d’activation respectivement  du FII par le FX et du FX par le FIX. De plus, la 

thrombine, active le FXI qui active le FIX, renforçant par cette voie, dite « endogène » la 

production de thrombine. 

 

Cette voie endogène n’est pas que rétroactive, elle est également liée à des protéines 

telles que le Kininogène de haut poids moléculaire (KHPM) , la prékallikréine (PK) et le 

FXII. Ces protéines au contact du vaisseau et notamment du sous-endothélium, s’activent en 

cascade avec là encore des mécanismes d’auto-amplification notamment par le FXIIa (Figure 

5). 

 

 

 
Figure 5: Cascades de la coagulation 

 

 



 

 INTRODUCTION GENERALE      - 16 

I. D. 3. c) Propriétés anti coagulantes 

 

Les propriétés anticoagulantes de l’endothélium consistent essentiellement à limiter la 

génération de thrombine. Pour cette  régulation par les CE, trois facteurs principaux ou 

systèmes sont impliqués (Figure 6). 

 

 
Figure 6 : Régulateurs de la coagulation 

 

Tout d’abord, l’antithrombine III (AT-III) et à un degré moindre d’autres anticoagulants 

naturels (comme le cofacteur de l’héparine II) sont potentialisés par les GAG (héparane 

sulafates et dermatane sulfates), protéines du glycocalix. L’AT-III inhibe la thrombine (FIIa) 

et à un degré moindre les facteurs Xa, IXa, XIa et XIIa. 

Le système de la Protéine C (activée) est aussi au centre des systèmes anti coagulants. La 

thrombomoduline (TM) est exprimée constitutivement à la surface des CE et peut être 

potentiellement relâchée dans la circulation sanguine. A la surface de la CE, la TM forme un 

complexe avec la thrombine pour activer le système de la protéine C (PC) en protéine C 

activée (PCa) qui alors en association avec la Protéine S (PS) devient un puissant système 
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anticoagulant par inhibition des facteurs V et facteurs VIII. Ce système est accéléré par un 

cofacteur spécifique, un second récepteur, le Récepteur Endothélial de la Protéine C (EPCR) 

(cf infra). Ces 2 facteurs Va et VIIIa (cofacteurs de l’activation des facteurs X et II) étant 

inactivés, la chaine de production de thrombine fonctionne alors au ralenti. 

Enfin, la voie du FT est régulée par son inhibiteur, le système du TFPI. Le TFPI, fixé sur 

les glycosaminoglycanes forme un complexe avec le facteur Xa, le FT, et le facteur VIIa, 

bloquant alors l’activité du facteur VIIa vers cette voie extrinsèque.  

 

 

I. D. 3. d) Propriétés pro-fibrinolytiques  

 

La fibrinolyse est un phénomène physiologique qui doit rester localisé et qui permet la 

lyse du caillot jusqu’à solubilisation pour rétablir le flux sanguin dans le vaisseau. Le rôle 

central est tenu par la plasmine, enzyme protéolytique après transformation de son précurseur 

inactif, le plasminogène (Figure 6). 

Le plasminogène est principalement activé par l’activateur tissulaire du plasminogène 

(tPA). Le tPA est principalement synthétisé par les CE, il est spontanément actif sur le 

plasminogène et son action est potentialisée par la fibrine. Le système urokinase a 

essentiellement un rôle tissulaire, extravasculaire. 

 

Deux systèmes inhibiteurs (antifibrinolytiques) contrôlent les systèmes pro 

fibrinolytiques : α2-antiplasmine et le système des inhibiteurs de l’activation du plasminogène 

(PAI-1, 2, 3). PAI-1 est synthétisé par le foie mais est activé au niveau des CE et semble très 

impliqué au delà de l’hémostase dans l’inflammation. 

 

A l’état quiescent physiologique normal, il n’y a pas de génération de plasmine. Ce n’est  

que lors de l’apparition d’un thrombus que sont mobilisés les systèmes d’activation du 

plasminogène et le plasminogène. La plasmine a alors un effet essentiellement local de 

protéolyse du fibrinogène et/ou de la fibrine, entrainant la production de produits de 

dégradation de la fibrine et/ou fibrinogene (PDF) et de D dimères (lorsqu’il s’agit de fibrine 

stabilisée par le facteur XIIIa). 
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I. D. 4) Réponse immune et inflammatoire aiguë : interaction 

avec les leucocytes 

 

L’inflammation aiguë est une réponse à l’agression tissulaire, le plus souvent infectieuse 

qui implique alors une collaboration multicellulaire en vue du recrutement des leucocytes, 

puis de leur activation. L’objectif est la destruction de l’agresseur et l’élimination des 

« déchets » avant le processus de réparation ou de cicatrisation. 

 

Au repos, les CE n’interagissent pas avec les leucocytes. Par contre, le processus 

inflammatoire implique un recrutement rapide (en quelques heures) de leucocytes, initié par 

l’activation des CE. 

Cette activation endothéliale innée peut être séparée en 2 phases, une activation rapide 

dépendante de molécules préformées (activation endothéliale de type 1 ou stimulation) et une 

activation plus lente dépendante de l’expression de nouveaux gènes, nécessitant la 

transcription et la traduction génétique avant l’expression protéique (activation de type 2) 

 

I. D. 4. a) L’activation endothéliale de type 1 

 

Cette réaction d’activation est typique d’une liaison d’un ligand avec un récepteur couplé 

à une protéine G hétéro-trimérique (GPCR). Cette liaison induit un signal intra cellulaire via 

la protéine G et sa sous unité αq. Via ces protéines G, est induite la formation de 

diacylglycerol (DAG) et surtout la formation intra celullaire du inositol-triphosphate (IP3). 

L’IP3 a pour effet, en se liant aux canaux calciques du réticulum endoplasmique, de libérer la 

calcium en intracellulaire et donc de monter de manière intense et transitoire le taux de 

calcium intra cytosolique (Figure 9). 

La fixation au récepteur couplé à protéine G hétéro-trimérique (GCPR) de la surface de 

la CE, permet également l’activation via la protéine G et sa sous unité βγ de la protéine 

intracytoplasmique Rho. 
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Figure 7 : Activation endothéliale de type1 

D’après Pober (Pober Sessa, 2007) 

 

Cette élévation intra-cytosolique du Calcium conduit via la voie de la phospholipase A-2 

cellulaire (cPLA-2) et des cyclo oxygenases (COX) à la synthèse de prostacycline, puissant 

vasodilatateur. Ce Calcium intracellulaire a aussi pour effet via la calmomoduline et la NO-

synthase-3 de stimuler la production de NO, puissant vasodilatateur également. 

Cette réaction est également marquée par une interaction entre la voie du calcium et la 

voie Rho. D’un coté, le Calcium se complexant avec la calmomoduline active la kinase des 

chaines légères de la myosine (MLCK). De l’autre coté, Rho activée inactive (via la kinase 

ROCK) la phosphatase des chaines légères de la myosine  qui a pour effet d’inactiver les 

chaines légères de la myosine (MLC). L’association, via ces 2 voies, de ces 2 effets, 

l’activation de MLCK et l’inactivation de la phosphatase des MLC, induit l’augmentation de 

la forme activée des MLC qui initie la contraction des fibres d’actine. Cette contraction 

d’actine (reliée aux zones de jonctions intercellulaires) permet la création de points 

d’ouverture entre les CE. Les protéines plasmatiques peuvent alors s’infiltrer dans ces espaces 

intercellulaires et constituer une matrice provisoire qui prendra toute son importance dans 

l’interaction avec les leucocytes. 

L’augmentation du Calcium et l’activation de la voie Rho prennent aussi toute leur 

importance dans le recrutement des leucocytes. En effet, en plus de ce passage protéique, cette 

activation crée la libération du vWF via les corps de Weibel-Palade ainsi que l’expression de 
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la P selectine (P-Sel) à la surface luminale de la CE. Dans le même temps, via la voie  

calcium, cPLA2 est libérée générant une synthèse accrue du facteur d’activation plaquettaire 

(PAF, platelet activating factor). Le PAF en collaboration étroite avec la P-sel (qui interagit 

avec la protéine ligand PSG Ligand1) attire les polynucléaires neutrophiles, participe 

activement à leur adhésion et initie leur extravasation (Figure 8). 

La migration des neutrophiles au niveau des jonctions intercellulaires dépend également 

d’interactions avec PECAM1 (platelet endothelial cell adhesion molecule 1 ou CD31). 

 

 
Figure 8 : Cascade d'adhésion leucocytaire 

D’après Ley (Ley, 2007) 

 

 

 

I. D. 4. b) L’activation endothéliale de type 2 

 

Après une phase de quelques dizaines de minutes (moins de 30 minutes), l’activation de 

type 1 est progressivement éteinte, notamment par inactivation  des GPCR, par auto 

régulation, afin d’éviter tout emballement inflammatoire. Intervient alors l’activation de type 

2, activation plus lente à se mettre en route, mais activation plus persistante. Cette activation 

est déclenchée principalement par les leucocytes activés qui sécrètent des cytokines telles que 

le Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α) ou l’interleukine-1 (IL-1)(Pober, 1990). 

La voie du TNF-α débute par le couplage avec son récepteur spécifique, le TNF 

recepteur1 (TNFR1, TNF Receptor-1). TNFR-1 se fixe pour former un complexe avec la 
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protéine TNFR-1 associated death domain (TRADD) qui recrute sérine/thréonine kinase 

receptor interacting protein 1 (RIP-1) et l’ubiquitine ligase TNFR associated Factor 2 (TRAF-

2). Ce complexe initie in fine la voie du facteur de transcription facteur nucléaire -κB (NF-κB) 

ainsi que la voie Activator Protein 1 (AP-1)(Figure 9). 

 
Figure 9 : Inflammation endothéliale de type 2 

D’après Pober (Pober Sessa, 2007) 

 

La fixation de IL-1 sur son récepteur spécifique IL-1 receptor-1 (IL-1R1) forme un 

complexe d’envergure composé de la protéine adaptatrice MyD88, de Toll/IL-1 receptor 

accessory protein (TIRAP), de IL-1 Receptor associated kinase 1 et 4 (IRAK1-4) et du facteur 
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TRAF-6. In fine, cette voie de signalisation aboutit là encore à l’activation de la voie NF-κB 

et AP-1. 

 

L’activation de type 2, par les voies du TNF-α ou par la voie de l’IL-1 aboutit à 

l’activation de facteurs NF-κB ou AP-1 qui sont impliqués dans l’initiation de la transcription 

nucléaire de gènes spécifiques en vue de la synthèse de protéines spécifiques de 

l’inflammation. Cette synthèse de novo nécessite une activation de la machinerie nucléaire 

transcriptionnelle. La réponse se déroule cette fois-ci non pas en terme de minutes, mais en 

terme d’heures. 

 

Parmi toutes ces protéines induites par cette activation TNF-α ou IL-1, sont synthétisées, 

des molécules d’adhésion qui se fixent aux leucocytes, comme E-Selectine (E-Sel), 

intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), et vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1). 

Ces molécules d’adhésion sont capables d’interagir, de se lier avec leurs ligands à la surface 

des leucocytes. Cette synthèse protéique pro inflammatoire concerne également des 

chemokynes, des COX2 ainsi que des protéines qui réorganisent les filaments d’actine.  

COX-2 de manière plus intense que COX-1 conduit aussi à la production de PGI2 

(vasodilatatrice). 

La réorganisation des filaments d’actine et de tubuline restructure le cytosquelette pour 

là aussi ouvrir les jonctions inter cellulaires et permettre la fuite des protéines plasmatiques 

ainsi que l’extravasation des leucocytes. La « néo matrice » est réputée plus rigide que dans 

l’activation de type 1 car les jonctions ouvertes permettent le passage de protéines de plus 

grande taille dont notamment le fibrinogène. 

Les chemokynes synthétisées au cours de cette activation de type 2 incluent par exemple 

l’IL-8 (aussi connue sous CXCL-8). L’adhésion des leucocytes est alors plus soutenue  grâce 

à la conjonction de l’IL-8, du PAF, des protéines d’adhésion E-Sel et P-Sel (Figure 8).  

On voit donc que l’activation de type 2 conduit aussi à l’augmentation du flux sanguin, à 

l’augmentation des espaces intercellulaires ainsi qu’au recrutement leucocytaire mais avec 

une intensité et une durée supérieures. 

La réponse de type 2, plus prolongée que la réponse de type 1 n’est pas continue dans le 

temps mais est programmée pour évoluer. La synthèse de E-Sel s’éteint progressivement 

notamment avec l’inactivation de AP-1. Ce sont les protéines d’adhésion à cinétique plus 

lente qui vont prendre progressivement le relais (VCAM-1 et ICAM-1). Ce changement 

progressif du type de molécule d’adhésion ainsi que l’expression de nouvelles chemokynes 
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comme le CC-chemokine ligand 2 (CCL2 aussi nommé MCP-1) permet de recruter d’autres 

types de leucocytes, recrutant un infiltrat plus riche en cellules mononuclées. 

 

La prolongation du stimulus, l’intervention d’autres stimuli tels que l’interferon γ (IFN-

γ) peut conduire à des lésions celullaires allant éventuellement jusqu’à la mort cellulaire 

endothéliale (Bombeli, 1997; Bombeli, 1997). Enfin, il est difficile de séparer l’inflammation 

endothéliale avec lésion des CE sans évoquer le lien avec l’hémostase et la mise en jeu de 

phénomènes pro-coagulants (cf  paragraphe I. D. 3) page 13).  

 

 

La fin du processus d’activation de type 2 est médiée par la disparition des cytokines 

inflammatoires qui survient généralement après la disparition du stimulus, c’est à dire 

l’éradication du processus infectieux. Il existe malgré tout un rétro contrôle négatif avec un 

effet anti inflammatoire, notamment bloquant le facteur transciptionnel NF-κB. 

 

 

I. D. 5) Réponse inflammatoire chronique 

 

Quand le stimulus perdure, la CE est impliquée non seulement dans l’immunité innée, 

mais aussi dans les processus d’immunité adaptative notamment par l’expression des 

protéines du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe I et de classe II après 

stimulation par l’IFN-γ. Les CE peuvent alors jouer le rôle de présentation de l’antigène aux 

lymphocytes T, ainsi que de synthétiser d’autres cofacteurs chemokiniques, d’autres facteurs 

cytokiniques ainsi que des facteurs de co stimulation. 

De plus, il semble que les CE pourraient jouer un rôle dans l’orientation de la réponse 

immunitaire Th1/Th2 (Shiao, 2005). 

Enfin, les CE jouent un rôle dans la néo angiogénèse nécessaire dans le processus 

inflammatoire (Monaco, 2004). 
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II)  Sepsis sévère 

 

Le sepsis sévère, entité regroupant les infections graves est un réel problème de santé 

publique, compte tenu du nombre de patients impliqués chaque année et de la gravité du 

pronostic. En effet, près de 15% des admissions en réanimation sont le fait d’un sepsis sévère 

et près de 5% d’un choc septique ; la mortalité est alors de 30 à 40 % (Brun-Buisson, 2004; 

Vincent, 2006). 

 

II. A)  Définitions 

 

La confusion a longtemps persisté entre les termes sepsis, sepsis sévère, choc septique et 

en parallèle le syndrome inflammatoire généralisé. Ce n’est que de manière récente (depuis 

1992), qu’une conférence d’experts de “l’American College of Chest Physicians” et de “the 

Society of Critical Care Medicine” a statué sur ces définitions (Bone, 1992; Levy, 2003). 

La distinction entre ces syndromes de gravité croissante pour les malades, a pour objectif 

de catégoriser ces patients en groupes homogènes afin de faciliter l’interprétation des résultats 

concernant la recherche dans ce domaine (Figure 10). Cependant, il existe une continuité 

clinique tout à fait compréhensible lorsqu’on analyse la physiopathologie de ce syndrome. 

 

 
Figure 10 : Sepsis, sepsis sévère, choc septique et SIRS 
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II. A. 1)  Le SIRS 

 

Le Syndrome de réponse inflammatoire systémique (SIRS) se définit comme une 

réponse aspécifique à une agression, infectieuse ou non. Le SIRS se définit plus précisément 

par l’existence d’au moins deux des anomalies cliniques ou biologiques suivantes : 

 - Température corporelle >38°C ou <36°C, 

- Fréquence cardiaque >90 battements par minute, 

- Fréquence respiratoire > 20 /minute ou PaCO2 <32 mmHg, 

- Leucocytose > 12 000 /mm3 ou < 4 000 /mm3 ou présence de plus de 10% de cellules 

immatures. 

 

II. A. 2)  L’infection  

 

L’infection se définit comme la présence inattendue, anormale, de microorganismes, que 

ce soit des bactéries, virus, parasites, ou champignons dans un ou des territoires de l’hôte. Le 

diagnostic s’établit sur l’anamnèse, sur des symptômes ou des signes cliniques et/ ou 

paracliniques de laboratoire. La source de l’infection est le plus souvent connue avec la 

présence d’un pathogène dans une zone suspecte d’infection (« infection dite documentée ») 

mais peut être affirmée de manière indirecte par la présence de pus dans un espace fermé ou 

l’existence d’un abcès (« infection cliniquement documentée mais microbiologiquement non 

documentée »). 

 

II. A. 3)  Le sepsis 

 

Le sepsis (ou syndrome infectieux) se définit comme une infection documentée ou non 

associée à une inflammation systémique, un SIRS, c’est à dire au moins 2 signes généraux 

d’inflammation. 
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II. A. 4)  Le sepsis sévère 

 

Le sepsis sévère se définit alors comme un sepsis associé à une dysfonction viscérale ou 

d’organe (touchant au moins 1 organe), une hypoperfusion  tissulaire ou une hypotension 

artérielle (Tableau 1). 

 

Type de défaillance 

viscérale 
Description 

Cardio vasculaire 

Hypotension artérielle avec pression artérielle systolique <90mmHg ou 

Réduction de la pression artérielle d’au moins 40 mmHg malgré 

remplissage vasculaire adéquate 

Rénale 
Débit urinaire <30ml/h depuis 1h ou Créatininémie sérique 

>200µmol/ml malgré hydratation suffisante 

Respiratoire 
Ratio PaO2/FiO2 <250 si défaillance associée ou<200 si défaillance 

isolée (siège de l’infection). 

Hématologique 
Taux de plaquettes <50 000/mm3 ou baisse de 50% dans les 3 jours 

précédents 

Acidose Métabolique pH <7.30 avec Lactates>2 mmol/l 

Tableau 1 : Description des défaillances viscérales au cours du sepsis sévère 

 

 

II. A. 5)  Le choc septique 

 

Le choc septique, stade ultime dans la gravité, se définit comme un sepsis sévère avec 

une hypotension artérielle persistante  malgré un remplissage vasculaire adéquat et nécessitant 

la mise en place d’amines inotropes ou vasopressives. 

 

 



 

 INTRODUCTION GENERALE      - 27 

II. B)  Epidémiologie 

 

II. B. 1) Epidémiologie générale 

 

L’analyse de la littérature est difficile à ce sujet compte tenu des incohérences de 

définitions sur les séries historiques, compte tenu des hétérogénéités des pratiques entre les 

différents pays et les différents services de réanimation et finalement compte tenu du relatif 

faible nombre d’études observationnelles. Cette analyse est rendue difficile également selon le 

mode d’entrée dans ces études, c’est à dire selon que l’on analyse les infections et leur devenir 

ou selon qu’on analyse les admissions (et séjours) en réanimation. De plus cette analyse est 

rendue difficile compte tenu de l’évolution des pratiques ainsi que de l’amélioration de la 

prise en charge qui ont modifié les critères d’admission des patients en réanimation et 

amélioré le pronostic de cette pathologie au fil des années. 

 

Le sepsis sévère concerne près de 80 000 patients par an en France. Le taux d’attaque du 

sepsis sévère constitue entre 5 et 20 % des patients admis en unité de réanimation (Annane, 

2003; Martin, 2003; Brun-Buisson, 2004). Le taux de mortalité reste assez élevé puisqu’il 

constitue la première cause de mortalité dans les services de réanimation (en dehors des unités 

de soins intensif cardiologiques). En effet, la mortalité oscille entre 20 et 65 % selon les 

séries(Figure 11). 

 
Figure 11 : Mortalité du sepsis sévère 

D’après « Episepsis study »(Brun-Buisson, 2004) 

Ligne pointillée haute (sans choc septique)/ Ligne pointillée basse (avec choc septique) 
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Ces sepsis sévères sont en grande majorité (70%) présents dès l’admission laissant 30% 

de sepsis acquis à l’hopital. Environ 85% de ces sepsis sévères admis en réanimation sont des 

infections documentées du point de vue bactériologique. 

 

Compte tenu des progrès dans la prise en charge et l’évolution des populations traitées, 

l’analyse de l’évolution progressive des ces cohortes montre une augmentation des taux 

d’incidence (+1.5% par an) du sepsis sévère en réanimation. Ceci est probablement lié aux 

admissions des personnes de plus en plus âgées et à l’augmentation du nombre de patients 

immunodéprimés. Ceci n’empêche pas malgré tout une baisse progressive des taux de 

mortalité au fil des années (Brun-Buisson, 2004). 

 

Du point de vue médico économique , un séjour pour sepsis sévère constitue (aux USA) 

un coût moyen de 22000 $ par séjour, avec une durée de séjour de près de 20 jours. Des 

chiffres comparables ont été retrouvés en France (Adrie, 2005). Le coût total annuel cumulé 

pour les USA serait de16.7 milliards de dollars (Angus, 2001).  

 

II. B. 2) Principaux facteurs de risques 

 

Parmi les facteurs de risque qui prédisposent les patients à l’émergence d’un sepsis 

sévère, sont retrouvés essentiellement l’âge (après la soixantaine), le sexe masculin (Adrie, 

2007), une immunodépression (cancer, immunosuppresseurs), des défaillances organiques 

chroniques (insuffisance rénale chronique, respiratoire….) (Alberti, 2005). Enfin des facteurs 

de prédisposition génétique ont été clairement identifiés, comme certains polymorphismes (de 

TNF, de Toll….)(Mira, 1999). 

 

II. B. 3) Principaux sites d’infection au cours du sepsis sévère 

 

Lors du sepsis sévère les infections pleuro-pulmonaires, les infections du site abdominal 

(notamment péritonéal), les infections du système génito-urinaire et les bactériémies primaires 

représentent plus de 80 % des infections (Tableau 2). 
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Site d’infection Fréquence estimée (%) 

Respiratoire 20-40 

Bactériémie 17-35 

Génito-urinaire 9-30 

Abdominal 12-30 

Os / Tissus mous 5-10 

Dispositif invasif <5 

Système nerveux central <1 

Endocardite <1 

Autres 5-10 

Tableau 2 : Principaux sites d'infection au cours du sepsis sévère 

D’après Angus(Angus, 2001) et Annane (Annane, 2003) 

 

II. B. 4) Principaux germes en cause au cours du sepsis sévère 

 

L’analyse des bactéries en cause sur ces dernières années montre la diminution 

progressive de l’impact des bactéries gram négatif ainsi que l’émergence probablement encore 

sous estimée des champignons et virus, notamment compte tenu de l’incidence élevée des 

sepsis sévères chez les patients immuno-déprimés (Tableau 3). 

 

Pathogènes responsable 

d’infection 
Fréquence estimée (%) 

Bactéries 50-80 

       Gram + 30-50 

       Gram - 20-30 

Champignons 2-5 

Parasites 1-3 

Virus 2-4 

Tableau 3 : Principaux types de germes en cause au cours du sepsis sévère 

D’après Annane(Annane, 2005) 
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II. C)  Physiopathologie du sepsis sévère 

 

Le sepsis sévère est l’exacerbation d’interactions complexes entre un pathogène et son 

hôte, incluant sa réponse inflammatoire et sa réponse pro-coagulante. Le sepsis « devient » 

sévère lorsque les réactions de l’hôte sont inadéquates face à l’infection. Notamment, 

l’endothélium impliqué en première ligne de défense doit garder une réaction adaptée et 

localisée. Lorsque cette réaction est dépassée et se généralise, cette inadaptation est qualifiée 

de dysfonction endothéliale.  

 

II. C. 1) La réponse inflammatoire 

 

 
Figure 12 : Réponse inflammatoire au cours du sepsis 

D’après Russel(Russell, 2006) 

 

Le système immunitaire inné répond à l’agression infectieuse (reconnue par ses 

pathogen-associated molecular pattern, PAMP) par une reconnaissance extrêmement rapide 

par les récepteurs de reconnaissance (comme les Toll like receptors par exemple pouvant 

reconnaître le LPS). Via des mécanismes de signalisation intracellulaire notamment passant 

par la voie transcriptionnelle NF-κB, sont synthétisées des cytokines pro inflammatoires 

comme le TNF-α et l’IL-1β, mais aussi des cytokines anti inflammatoires comme l’IL-10. Des 

mécanismes proapoptotiques versus les CE sont également mis en jeu. 
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Par atteinte directe par le germe ou par ces mécanismes indirects pro-inflammatoires 

notamment cytokiniques, les cellules endothéliales sont lésées et/ ou activées conduisant à la 

dénudation de l’endothélium (exposant ainsi le sous endothélium) et aussi à l’activation des 

mécanismes d’adhésion leucocytaire (expression des molécules d’adhésion membranaires 

mais aussi circulantes)(Figure 12). 

 

De plus ces différents mécanismes d’activation conduisent (cf supra) à libérer diverses 

substances vasodilatatrices (NO, prostacycline) ainsi qu’à une augmentation de la 

perméabilité vasculaire. Enfin, ces CE activées peuvent libérer dans la circulation des 

microparticules qui constituent un des mécanismes de l’exportation à distance des 

phénomènes inflammatoires et pro-hémostatiques (Meziani, 2010). 

 

II. C. 2) La réponse pro coagulante 

 

 
Figure 13 : Réponse pro coagulante au cours du sepsis 

D’après Russel(Russell, 2006) 

 

 

L’autre aspect est bien sûr la modification de la balance anti-coagulation/pro-coagulation 

vers le versant pro-coagulation. L’initiation de cet état pro coagulant est favorisé par 

l’expression du FT par les CE activées et/ ou monocytes (Esmon, 2002; Mackman, 2004). 

Cette activation de la cascade de coagulation (cf paragraphe I. D. 3. b) page 14 ) conduit à la 

formation de thrombine qui transforme le fibrinogène en réseau de fibrine (Figure 13). Cet 
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état pro coagulant est d’autant plus intense que dans les états septiques sévères, les systèmes 

inhibiteurs (notamment système de la Protéine C, TFPI) sont déprimés. Le système pro 

fibrinolytique est également freiné, par augmentation de synthèse du facteur PAI-1. 

Les micro thrombi de la microcirculation amplifient les réactions de dommage 

endothélial et les réactions inflammatoires induites.  

Les réactions pro coagulantes peuvent là encore être « exportées » via les 

microparticules. 
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III)  Sepsis  : endothélium, hémostase et inflammation 

 

III. A)  Impact clinique 

 

Depuis près de 20 ans et les travaux de François Fourrier notamment (Fourrier, 1992), 

l’interaction entre le sepsis sévère (ou choc septique) et les troubles de la coagulation ne sont 

plus à démontrer. Le stade ultime de cet état pro-coagulant est représenté par l’état de 

coagulation intra vasculaire disséminée (CIVD) dont le retentissement clinique est majeur 

(Figure 14). Il serait d’ailleurs plus logique d’appeler ce syndrome, le syndrome d’activation 

systémique de la coagulation. 

 

 

 

Figure 14 : Hémostase et sepsis , retentissement clinique 
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Cette CIVD se caractérise par une séquence, associée à l’inflammation notamment 

endothéliale, qui se déroule progressivement. Une phase d’activation anormale et aspécifique 

pro coagulante produit de la thrombine en excès et donc de la fibrine circulante, intra 

vasculaire. Cette fibrine soluble peut alors provoquer des micro thromboses et/ou un excès de 

consommation des facteurs d’hémostase pour altérer la micro vascularisation des organes à 

distance et finalement engendrer l’ultime défaillance multi viscérale. 

 

Les dépôts de fibrine peuvent être retrouvés dans tous les tissus. Ils jouent un rôle 

déterminant dans l’atteinte viscérale (notamment pulmonaire), par l’atteinte micro 

thrombotique tissulaire mais cette activation de la coagulation médie également l’atteinte 

inflammatoire en favorisant la synthèse de protéases et de cytokines. Hormis la détection des 

signes cliniques (parfois francs), le diagnostic peut être biologique, basé notamment sur 

l’analyse des produits de dégradation de la fibrine (PDF ou DDimères). 

 

Cet état d’hypercoagulabilité est associé à un état d’hypo fibrinolyse, expliqué 

essentiellement par l’excès de synthèse de PAI-1. Des taux élevés de PAI-1 sont d’ailleurs 

associés à un pronostic péjoratif mais ne sont pas dosables en routine (Pralong, 1989). 

Enfin au niveau endothélial, là où ils exercent théoriquement leur action, les 

anticoagulants naturels dysfonctionnent, à la fois témoignant de l’extension du processus 

thrombotique et aussi accélérant son extension. Les systèmes du TFPI, de l’antithrombine et 

surtout de la Protéine C sont déprimés au cours du sepsis sévère. 

 

III. B)  Impact thérapeutique 

 

Du point de vue thérapeutique dans le choc septique, hormis les traitements anti 

infectieux et la gestion des défaillances viscérales (notamment hémodynamique), la plupart 

des traitements dits adjuvants ont échoué dans l’amélioration du pronostic.  

Parmi ces traitements, l’intérêt des corticoïdes à faible dose et de la gestion stricte de la 

glycémie restent toujours l’objet de controverses (van den Berghe, 2001; Annane, 2002; 

Sprung, 2008; Preiser, 2009). 

 

Les essais thérapeutiques ayant pour cibles les médiateurs de l’inflammation se sont 

révélés des échecs. Ainsi des essais thérapeutiques ont été conduits visant à inhiber 
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l’endotoxine (McCloskey, 1994; Angus, 2000), visant à inhiber le TNF-α ou son récepteur 

(Abraham, 1995; Fisher, 1996; Abraham, 1997; Abraham, 1998) ou visant à inhiber l’IL-

1(Opal, 1997). Ces essais n’ont pas permis d’améliorer de manière significative la mortalité 

dans le choc septique. 

 

Compte tenu des progrès sur la connaissance de la physiopathologie dans ce domaine et 

notamment sur cette intrication étroite entre l’inflammation et la coagulation, les travaux de 

recherche se sont tournés vers de nouvelles cibles :  les inhibiteurs physiologiques de la 

coagulation (Figure 6 et Figure 13) que sont les systèmes AT-III, TFPI et le système de la 

protéine C. 

 

Les larges essais cliniques randomisés utilisant AT-III recombinée (Fourrier, 1993; 

Warren, 2001) ou l’inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (Abraham, 2003) furent là encore 

décevants. Malgré des effets patents sur les paramètres de la coagulation au cours du choc 

septique, le pronostic (c’est à dire la survie) ne fut pas significativement amélioré. 

 

Le système de la protéine C focalise l’attention depuis plus d’une décennie. En effet 

après des résultats d’études animales assez prometteurs (Taylor, 1987), une étude clinique 

randomisée de grande envergure (Prowess study) a montré de manière significative une 

amélioration du pronostic dans le choc septique (Bernard, 2001) lors de l’utilisation de PCa 

sous forme recombinée à fortes doses. Il s’agissait donc du premier travail qui montrait un 

résultat significatif pour un traitement « adjuvant » dans la prise en charge du choc septique. 

Ces travaux sont toujours l’objet de discussions et de controverses. En effet, le premier point 

controversé est probablement lié au déficit de connaissances (notamment à l’époque) sur les 

mécanismes d’action anti inflammatoire de la protéine C activée. Ce point justifie l’intense 

activité de recherche fondamentale dans ce domaine. D’autre part, sans parler du coût de cette 

molécule, la controverse est intense sur les résultats de l’étude clinique et la balance qui existe 

entre les éventuels bénéfices (effets anti inflammatoires) et les effets secondaires notamment 

hémorragiques (effets anti coagulants). Enfin, ces travaux n’ont pour l’heure pu être 

confirmés dans d’autres études. Notamment, les essais cliniques pour des malades moins 

graves (« Address study ») ou pour des patients pédiatriques (« Resolve Study ») se sont 

révélés négatifs (Abraham, 2005; Nadel, 2007). 
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Partie  2] LE RECEPTEUR ENDOTHELIAL DE LA 

PROTEINE C : EPCR  

 

La voie de la protéine C, primordiale au cours de l’inflammation endothéliale et 

notamment dans le sepsis implique donc (cf supra), 2 protéines circulantes, les protéines C et 

S et 2 récepteurs endothéliaux, la thrombomoduline (TM) et le récepteur endothélial de la 

protéine C (EPCR). La majorité de nos travaux s’est focalisée sur l’EPCR et notamment son 

rôle au cours de l’inflammation. 

 

I)  Historique 

 

Au cours de travaux majeurs sur l’hémostase et la voie de la protéine C, l’EPCR (CD 

201) a été cloné et identifié en 1994 par l’équipe de Charles ESMON (Oklahoma City) 

comme une protéine de surface des cellules endothéliales ayant pour capacité de se lier à la 

protéine C, qu’elle soit activée ou non, via les domaines « Gla » vitamine K dépendants et en 

présence de calcium (Fukudome, 1994; Fukudome, 1995; Esmon, 2010). 

 

II)  Description  

 

II. A)  Structure : du gène à la protéine 

 

Il s’agit d’une glyco-protéine transmembranaire de type 1 d’un poids moléculaire de 

environ 46 kda composée de 238 acides aminés (221 pour la forme mature) dont 21 

constituent le domaine transmembranaire et 3 un très court domaine intra cytoplasmique 

(Villoutreix, 1999). Le gène codant pour l’EPCR (PROCR) est situé sur le chromosome 20 en 

position q11:2. Il est d’une taille d’environ 8 kilobases, et est composé de 4 exons séparés par 

3 introns (Simmonds, 1999). Le premier exon code pour la région 5’ et le peptide signal, les 

exons 2 et 3 codent pour la plus grande partie du domaine extracellulaire et enfin l’exon 4 

code pour le reste de la protéine et la partie3’. 
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La structure « crystal » en 3 dimensions a été décrite en 2002 (Bangalore, 1994; 

Oganesyan, 2002). Cette structure protéique est composée de 2 hélices α et de 8 feuillets β 

ainsi que des sites d’insertion se conformant notamment pour le domaine Gla de la protéine C 

(Figure 15). Il est à noter que ce récepteur se particularise par une affinité pour la PC 

strictement identique à celle pour la PC activée (kd = 30nM). 

 

 
Figure 15 : Structure moléculaire de l'EPCR 

D’après Oganesyan (Oganesyan, 2002) 

L’EPCR (en jaune) est composé de 2 hélices α et de huit feuillets β, avec des sites pour phospholipides (sphères 

au centre du graphique), pour le domaine Gla de la protéine C (vert) et des ions Ca (sphères mauves) 

 

Comme le montre l’analyse de la protéine et notamment de sa structure, il existe une 

forte homologie (environ 28% de bases aminées communes) avec la famille CD1 du 

complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (Simmonds Lane, 1999).  Cette homologie 

est surtout conformationnelle avec une structure assez proche laissant un site d’insertion 

similaire entre ses 2 hélices α (Figure 16). Cette homologie pouvait alors faire suspecter une 

implication de l’EPCR dans des phénomènes inflammatoires ou immunologiques. 
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Figure 16 : Forte homologie EPCR / CMH 

D’après Villoutreix (Villoutreix, 1999) 

 

II. B)  EPCR : Propriétés anticoagulantes 

 

II. B. 1) EPCR : cofacteur d’activation de la protéine C 

 

L’EPCR a été initialement décrit pour sa capacité à lier la PC à la surface de la CE et à 

augmenter la réaction d’activation de la protéine C par la thrombine. Cette réaction est très 

nettement accélérée (plus de 1000 fois) par la fixation sur le cofacteur thrombomoduline pour 

la formation du complexe thrombine-thrombomoduline (IIa/TM). La présence de l’EPCR 

cofacteur de cette activation par la thrombine accélère encore cette réaction.  

En effet, mesuré in vitro (Figure 17), l’EPCR membranaire endothélial augmente 

l’activation de PC en PCa de 4 à 8 fois  en améliorant notamment l’alignement de la PC avec 

la thrombine et donc en modifiant significativement la constante de Michaelis-Menten 

(Stearns-Kurosawa, 1996). Cette activation est augmentée d’un facteur 20 lorsqu’elle est 

analysée in vivo sur des études animales (Xu, 1999; Taylor, 2001). 
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Figure 17 : Effet de l'EPCR sur la protéine C 

D’après Esmon (Esmon, 1999) 

 

Le rôle primordial de l’EPCR dans l’anti coagulation n’est plus à démontrer. Ainsi sur 

des études animales (babouins), lorsqu’on inhibe l’activité de l’EPCR par un anticorps 

bloquant l’interaction EPCR/PC, l’activation de la PCa induite par la thrombine chute de près 

de 88% (Taylor, 2001). De plus, chez l’animal, l’invalidation complète pour le gène de 

l’EPCR (souris KO pour PROCR) conduit à la mort intra utérine par thromboses multiples 

avec dépots de fibrine dans les trophoblastes. 

 

 

II. B. 2) EPCR : site de liaison avec le facteur VII/VIIa 

 

Plus récemment, l’EPCR a été montré comme un site de liaison avec le FVII et/ou le 

FVII activé à la surface de la CE et ce, avec la même affinité (donc en compétition) que pour 

la PC ou la PCa. La liaison EPCR/FVIIa réduit de manière significative l’effet pro coagulant 

du FVIIa. Cet effet se manifeste non pas en jouant sur l’activation du FX ou du FIX sur les 

CE mais en accélérant l’endocytose du facteur VIIa, donc sa clairance et donc en diminuant 

l’exposition vasculaire et sanguine à ce facteur VIIa qui initie pour bonne partie avec le FT la 

voie extrinsèque de la coagulation (Preston, 2005; Ghosh, 2007; Nayak, 2009). 



 

 LE RECEPTEUR ENDOTHELIAL DE LA PROTEINE C : EPCR      - 40 

 

II. C)  Expression et localisation de l’EPCR 

 

L’expression de l’EPCR est nettement prédominante aux cellules endothéliales des gros 

vaisseaux (Figure 18) et beaucoup plus rare dans les capillaires, en contraste avec la 

thrombomoduline (Laszik, 1997). Cependant, cette expression n’est pas uniforme selon les 

organes et les vaisseaux explorés (Nan, 2005). Cette différence d’expression des 2 récepteurs 

(TM et EPCR) entre les gros vaisseaux et les capillaires n’est pas clairement expliquée mais 

est peut-être un mécanisme de régulation qui permet de maintenir l’équilibre hémostatique 

quelle que soit le calibre du vaisseau (Gandrille, 2008).  

 

Figure 18 : Expression d'EPCR et TM en  immuno histochimie 

D’après Laszik (Laszik, 1997). 

A gauche marquage EPCR et à droite marquage Thrombomoduline (TM) sur coupes tissulaires autopsiques 

A/  myocarde, B/ Poumon  C/ Peau D/ Foie 

 

Contrairement aux démonstrations initiales, l’EPCR n’est pas exclusivement exprimé par 

les CE. Son expression a été confirmée sur des leucocytes de différents types (Monocytes, CD 
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56 NK, Neutrophiles, Eosinophiles), sur des cellules dendritiques, sur des cellules souches 

hématopoïétiques ainsi que sur des cellules musculaires lisses (Galligan, 2001; Sturn, 2003; 

Faioni, 2004; Nick, 2004; Balazs, 2006; Stephenson, 2006; Bretschneider, 2007) 

 

II. D)  La forme soluble d’EPCR 

 

II. D. 1) Description de l’EPCR soluble 

 

Une forme soluble d’EPCR (sEPCR) de 43kDa a été décrite présente dans le plasma 

(Kurosawa, 1997; Kurosawa, 1998). Cet sEPCR, protéine à laquelle manquent donc les 

parties transmembranaire et intracellulaire, garde les mêmes propriétés de liaison identique à 

la PC et la PCa (Regan, 1997).  

Par contre, cette présentation sous forme soluble lui fait diminuer ses propriétés 

anticoagulantes. Tout d’abord, l’EPCR soluble rentre en compétition directe avec la forme 

membranaire pour la fixation avec la PC comme avec la PCa. De plus, la fixation de sEPCR à 

la PCa (en altérant son site actif) lui fait perdre ses capacités d’inactivation du facteur VA. 

Enfin, la fixation de sEPCR à la PC empêche alors sa capacité d’activation en PCa par le 

complexe FIIa/TM (Regan, 1996; Liaw, 2000). 

 

C’est sous l’action des métalloprotéases et notamment de l’ADAM 17 (ou TNF-α 

converting enzyme, TACE) que l’EPCR est clivé au niveau de la membrane cellulaire pour 

libérer la forme soluble (Xu, 2000; Qu, 2007). 

Le clivage métalloprotéasique ne semble pas le seul mécanisme de libération (et/ou 

régulation) des formes solubles d’EPCR. En effet, il a été démontré que l’EPCR pouvait être 

clivé par la protéase 3 (PR-3) des polynucléaires neutrophiles (Villegas-Mendez, 2007). 

Enfin, la régulation de ces formes solubles passe probablement aussi par des mécanismes 

plus complexes liés à l’épissage alternatif du gène PROCR et à la synthèse d’isoformes de 

sEPCR notamment chez les porteurs de l’haplotype A3 (cf infra) (Saposnik, 2008). 

 

 

Si le rôle de la forme membranaire de l’EPCR en situation physiologique est 

essentiellement le maintien de l’anti coagulation dans le sang circulant, le rôle de la forme 
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membranaire est moins clair. Elle semble jouer un rôle plutôt pro coagulant. Il est possible 

que la régulation de cette forme dans les processus pathologiques (comme par exemple le 

sepsis) influence alors la balance de la coagulation vers le versant pro coagulant en cas de 

surexpression de la forme soluble.  

 

II. D. 2) Facteurs influençant les taux circulants d’EPCR 

 

II. D. 2. a) L’haplotype A3 

 

 
Figure 19 : Taux d'EPCR solubles en fonction de l'haplotype 

D’après Saposnik (Saposnik, 2004) 

En jaune, porteurs de l’haplotype A3 

 

Les taux moyens d’EPCR soluble sont d’environ 100 ng/ml chez les volontaires sains. 

Cependant la distribution de ces taux plasmatiques est relativement hétérogène dans la 

population courante. Près de 80 % de la population a des taux inférieurs à 180 ng/ml alors que 

20 % de la population environ exprimerait un phénotype avec des taux plus élevés (entre 200 

et 800 ng/ml). Cette distribution est d’allure plutôt bimodale (Stearns-Kurosawa, 2002; 

Stearns-Kurosawa, 2003) ou trimodale selon les travaux (Uitte de Willige, 2004). Les taux 

élevés (Figure 19) sont clairement corrélés avec l’haplotype A3 (Saposnik, 2004).  
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L’haplotype A3 correspond à la substitution d’une base Guanosine par Adénosine dans 

le génome en position 6936, ce qui a pour conséquence la substitution de la serine par de la 

glycine en position 219 de la protéine EPCR, au niveau transmembranaire. Cette substitution 

d’acide aminé rendrait la protéine plus sensible au clivage métallo protéasique par l’ADAM 

17 (Qu, 2006). 

La surexpression de l’EPCR soluble pour les porteurs de l’haplotype A3 s’explique donc 

par cette sensibilité au clivage ainsi que par l’épissage alternatif. 

 

D’ailleurs, la mise en évidence de cet épissage alternatif avec la génération de l’isoforme 

peut être utilisée comme outil pour dépister l’haplotype A3 (Simioni, 2006). 

 

Il est actuellement toujours discuté l’impact de l’haplotype A3 dans la population comme 

facteur de risque favorisant la maladie thrombo embolique (Saposnik, 2004; Uitte de Willige, 

2004).  Cet haplotype A3 pourrait être associé à la maladie coronarienne (Ireland, 2005) ainsi 

qu’à des morts fœtales inexpliquées (Lavigne-Lissalde, 2005). 

 

II. D. 2. b) Le sexe 

 

Dans au moins 2 cohortes de volontaires sains, les taux circulants d’EPCR ont été 

retrouvés significativement plus élevés chez les hommes (Stearns-Kurosawa, 2003; Uitte de 

Willige, 2004). A notre connaissance, aucun travail spécifique ne s’est attaché à analyser plus 

attentivement ces résultats.  

 

 

III)  Régulation des formes membranaires et solubles de l’EPCR 

 

La régulation de l’EPCR est complexe. Il existe encore des zones d’ombre et des 

discordances dans l’analyse de l’expression de l’EPCR et sa régulation dans un contexte 

inflammatoire.  

In vitro, la régulation de l’EPCR lors de l’activation des CE n’est pas uniforme selon le 

type de CE (HUVEC, HAEC….), selon le type d’activation (LPS, TNF-α, IL-1, PMA….), 
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selon l’organe exploré ou selon le modèle expérimenté (type d’animal) (Gu, 2000; Nan, 

2005). On peut tout de même affirmer que, au cours de l’activation endothéliale (notamment 

LPS ou TNF-α) l’expression membranaire de l’EPCR est généralement « down–régulée » de 

manière significative. On a pensé longtemps que c’était un des mécanismes importants de la 

dépression du système de la protéine C au cours du sepsis sévère. 

 

Cette régulation respective des formes membranaires et solubles est complexe et ne peut 

se résumer à un simple clivage isolé de l’EPCR soluble. En effet, dans ces contextes 

inflammatoires, sont associés des mécanismes de régulation transcriptionnelle, avec 

notamment une augmentation « paradoxale » précoce initiale des ARN codant pour 

l’EPCR(Gu, 2000). Les mécanismes de ces régulations ne sont toujours pas clairement 

élucidés. 

 

IV)  Fonctions « anti inflammatoires » de l’EPCR 

 

IV. A)  L’EPCR est primordial au cours de l’inflammation 

 

En plus de ses propriétés anticoagulantes (pour la forme membranaire), l’EPCR a 

clairement un rôle au cours de l’inflammation aigüe telle que celle rencontrée au cours du 

sepsis. 

 
Figure 20 : Importance de l'EPCR in vivo au cours du sepsis 

D’après Taylor (Taylor, 2000) 
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Taylor au cours de travaux sur des modèles de sepsis chez le singe a bien montré le rôle 

protecteur de l’EPCR face à une infection (modélisée par une dose sub léthale d’Escherichia 

coli (Figure 20). Des anticorps bloquant l’activation de la PC par l’EPCR transforment une 

dose sub léthale d’E. coli en dose léthale. 

 

 

Ces données ont été confirmées sur des modèles de souris très sévèrement déficientes en 

EPCR et dont la survie est très largement restreinte face à un choc endotoxinique, notamment 

par aggravation des phénomènes cardiovasculaires (Iwaki, 2005).  

 

Il est probable que le plupart des effets anti inflammatoires de l’EPCR ne peuvent pas 

être isolés de l’effet de la PCa et notamment passent en fait par l’interaction de la PCa avec 

l’EPCR et avec les récepteurs de type Protease activated Receptor (PAR) à la surface de la 

cellule endothéliale, ces 3 acteurs étant co-localisés dans des zones types radeaux lipidiques 

(Bae, 2007). Les effets de la PCa, et notamment les voies d’activation intracellulaire, seront 

abordés dans le chapitre suivant. 

 

Cependant, il est possible que l’EPCR notamment dans sa forme soluble puisse jouer un 

rôle plus direct sur les polynucléaires neutrophiles via les PR-3 et les récepteurs leucocytaires 

MAC-1 très impliqués dans l’adhésion et l’activation leucocytaire (Kurosawa, 2000). Il faut 

rappeler que PR-3 (cf supra) est impliqué dans la régulation des formes membranaires et 

solubles d’EPCR (Villegas-Mendez, 2007) 

 

IV. B)  EPCR soluble et sepsis 

 

 

L’EPCR est une protéine particulière du fait de ses 2 formes, membranaire et soluble. 

Cela rend son exploration in vivo difficile. Autant il est maintenant relativement « aisé » de 

doser l’EPCR soluble circulant dans le sang chez les volontaires sains ou les malades par 

technique Elisa (commerciale ou non), autant il est difficile d’appréhender l’expression des 

formes membranaires.  
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IV. B. 1) L’EPCR soluble est augmenté au cours du sepsis 

sévère  

 

Dès 1998, une étude (Figure 21) avait montré des taux élevés d’EPCR solubles chez les 

malades septiques tout comme dans un pathologie inflammatoire comme le lupus, en 

comparaison de volontaires sains (Kurosawa, 1998).  

 

 
Figure 21 : Taux d'EPCR solubles au cours du sepsis 

D’après Kurosawa (Kurosawa, 1998) 

Comparaision des taux de TM et d’EPCR solubles pour des volontaires sains (n=18), septiques (n=16) et 

patients avec lupus (n=42) 

*P <.05; **P <.001; ***P <.0001 

 

Ces résultats furent corroborés par des travaux beaucoup plus ambitieux concernant une 

cohorte de 32 patients de réanimation (en sepsis sévère) comparée notamment à 11 

volontaires sains. Pour cette cohorte, le taux de sEPCR à l’admission était significativement 

plus élevé chez les malades septiques [ (moyenne+/- ET), 304.6+/-98.2 ng/ml versus 212.4+/-

110.3ng/ml, p=0.011]. Ce taux d’EPCR à l’admission n’était pas discriminant comme facteur 

pronostique, notamment pour prédire la survie (Liaw, 2004).  
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IV. B. 2) L’EPCR soluble n’est pas modifié au cours du sepsis 

sévère  

 

 

 
Figure 22 : Expression d'EPCR membranaire in vivo (méningococcémie) 

D’après Faust (Faust, 2001) 

Biopsie cutanée marquée par un anticorps anti EPCR 

A/ Peau normale (X 200) avec marquage intense EPCR.   

B/(X 200) C/ (X 400 D/ (X 200) peau avec méningococcémie, réduction du marquage EPCR pour vaisseaux non 

thrombosés (photo B et D : flèche) ou pour vaisseaux thrombosés (photo C : flèche) 

 

Le purpura fulminans au cours de la méningococcémie est un « modèle » exacerbé, 

violent de dysfonction endothéliale avec hyper activation de la coagulation, et implication 

forte de la voie de la protéine C activée. Pour la première fois à notre connaissance, un travail 

a pu explorer de manière simultanée in vivo l’expression des formes solubles (dosages 

sanguins) et l’expression membranaire (biopsies cutanées de lésions purpuriques avec 

marquage immunohistochimique) d’EPCR pour 83 enfants atteints de purpura fulminans 

(Faust, 2001). Il n’existait pas de différence significative pour les taux de sEPCR dans le sang 
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versus les groupes contrôles et ce, quelle que soit la sévérité de l’atteinte (moyenne[min-

max] ; 292 [99.9-784] vs 403[150-724], p=0.35). Par contre, comme montré dans les travaux 

in vitro,  il existait bien une diminution de l’expression membranaire de l’EPCR à la paroi 

vasculaire (Figure 22). 

 

IV. B. 3) L’EPCR soluble est sous exprimé au cours du sepsis 

sévère  

 

Enfin un travail plus récent s’est attaché à comparer 30 malades en sepsis sévère, à 30 

malades avec des défaillances viscérales (comparables) mais non septiques et 30 volontaires 

sains (Borgel, 2007). Il est noté une baisse significative de l’EPCR soluble chez les malades 

septiques (comparables chez les non septiques) par rapport aux volontaires sains, [médiane 

(IQR) ; septiques 79 ng/ml (56-123) versus volontaire sains119(91-211) ; p=0.0014). 

 

IV. B. 4) EPCR soluble et sepsis : Synthèse : 

 

Les travaux concernant les dosages d’EPCR solubles à la phase initiale du sepsis sont 

encore discordants, montrant selon les publications une augmentation, une stabilité ou encore 

une baisse des taux par rapport aux volontaires sains. Ceci nécessite la poursuite des 

explorations. Cependant, quelques hypothèses explicatives peuvent être avancées. Tout 

d’abord, les cohortes ne sont pas tout à fait identiques quant au recrutement. De plus, on sait 

que le sepsis sévère est un processus dynamique et bien que la méthodologie de ces travaux 

ait prévu des inclusions généralement avant la 24ème heure après le début des défaillances 

viscérales on peut imaginer que le moment du prélèvement sanguin ne soit pas strictement 

superposable entre ces cohortes. On peut surtout imaginer que ces différences de dosage 

soient sous l’influence d’autres facteurs comme des différences génétiques, sous l’influence 

de l’haplotype A3, ou du genre masculin. Il semble se confirmer qu’il existe de grandes 

différences individuelles entre les taux de base d’EPCR et que cette protéine est finalement, 

pour sa forme soluble modifiée en faible proportion au moment du sepsis, ce que nous avons 

essayé de montrer dans nos travaux (cf manuscrits 1 et 2). Ces résultats montrent aussi que 

l’EPCR est une protéine dont la régulation est complexe et ne repose pas exclusivement sur le 

clivage métalloprotéasique, mais qu’il existe aussi des mécanismes transcriptionnels. 
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Enfin, d’autres modes de régulation in vivo peuvent intervenir comme l’émission de 

microparticules qui permettent d’exporter à distance le message membranaire de la cellule 

endothéliale, et notamment l’expression membranaire (Perez-Casal, 2005; Meziani, 2010). 
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Partie  3] LA PROTEINE C / PROTEINE C ACTIVEE 

 

Les 3 systèmes inhibiteurs de la coagulation sont le système du TFPI, le système de 

l’AT-III et celui de la protéine C. Seul le système de la protéine C a montré des résultats 

encourageants lors d’essais cliniques dans la prise en charge du sepsis sévère, et a permis la 

commercialisation et l’utilisation de PCa recombinée (Drotrecogin, Lilly) dans la prise en 

charge du sepsis sévère. 

 

I)  PC/PCa : Structure 

 

La protéine C est une glycoprotéine plasmatique d’un poids moléculaire de 62 kDa, 

zymogène de sérine-protéase. Elle est synthétisée par le foie sous la dépendance de la 

vitamine K. La PC est composée d’une chaine légère de 21 kDa, et d’une chaine lourde de 41 

kDa, jointes par un pont disulfure. 

Le gène, de 12 kilobases et contenant 9 exons est situé sur le chromosome 2. 

La PC est d’abord synthétisée par l’hépatocyte sous forme de précurseur et subit 

d’importantes actions biochimiques (clivage, hydroxylation, glycosylation, carboxylation) 

avant d’aboutir à la forme mature. 

 

La PC n’a aucune activité biologique sous cette forme non activée. 

 

La PC est activée par la thrombine à la surface de la CE, en présence de TM et au niveau 

d’un récepteur spécifique, cofacteur d’activation, l’EPCR. L’activation thrombinique répond à 

une protéolyse limitée du peptide d’activation, la liaison thrombine-TM accélérant 

considérablement cette réaction. La PC une fois activée (PCa) circule dans le plasma, avec 

une demi-vie très brève (inférieure à 30 minutes) (Esmon, 2000; Alberio, 2001). 

 

Les inhibiteurs naturels de la PCa sont l’inhibiteur de la PC (Protein C Inhibitor, PCI), 

l’ α1-antitrypsine (α1-AT), l’α2-antiplasmine (α2-AP)et l’Inhibiteur de la C1 estérase (C1-

inh). 
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II)  PCa : Activités anti coagulantes et pro fibrinolytiques 

 

Même s’il est difficile et parfois artificiel de séparer les effets de la PCa sur 

l’inflammation et sur la coagulation, le rôle de la PCa dans le système coagulation-anti 

coagulation-fibrinolyse ne sera dans ce document que rapidement abordé pour insister sur les 

effets cellulaires en lien avec les propriétés anti inflammatoires ou cyto protectrices. 

 

II. A)  PCa : effets Anti coagulants 

 

La PCa une fois dissociée du complexe thrombine-thrombomoduline inactive les facteurs 

FVa et FVIIIa par protéolyse (Marlar, 1981; Walker, 1992). 

Cette action est potentialisée par la protéine S, autre glycoprotéine synthétisée entre autre 

par le foie, et vitamine K dépendante. La protéine S joue le rôle de cofacteur de protéolyse. 

La PS circule dans le plasma sous une forme libre, active  et sous forme liée à une 

protéine transporteuse du complément, la C4b binding protein (C4bBP). Le taux de PS libre 

active dépend donc de cette liaison. 

 

La PC exerce donc une rétroaction négative sur la production de thrombine, selon une 

cascade d’activation faisant intervenir le complexe thrombine-thrombomoduline comme 

mécanisme activateur du zymogène synthétisé par le foie, l’EPCR comme modulateur de 

l’activation et la PS libre comme cofacteur de l’activité anticoagulante . 

 

Les démonstrations cliniques les plus connues (en dehors du sepsis) du caractère 

anticoagulant de la PC/PCa sont les purpura fulminans néonataux dans les déficits 

congénitaux en protéine C et bien sur le risque de thrombose veineuse favorisé par la résitance 

du facteur V à la PCa (« FV Leiden ») (Griffin, 1981). 

 

II. B)  PCa : effets Pro  fibrinolytiques 

 

Simultanément à son action anticoagulante, la PCa démontre une activité pro 

fibrinolytique. Cette activité relativement lente s’exerce par 2 mécanismes.  
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Le premier mécanisme est celui d’une inhibition compétitive. La PCa rentre en 

compétition avec le t-PA pour fixer le PAI-1 (« Plasminogen Activator Inhibitor-1 »). Il y a 

donc moins de PAI-1 pour inactiver le t-PA, donc plus de t-PA actif pour dégrader le 

plasminogène en plasmine et dégrader la fibrine. 

Le second mécanisme est une régulation indirecte de la formation de TAFI (Thrombin 

Activable Fibrinolysis Inhibitor). En effet, la PCa diminue par son rôle protéolytique la 

formation de thrombine qui augmente l’activation du TAFI. Il y a donc une sous expression 

du TAFI activé, inhibiteur de la fibrinolyse empêchant la fixation du plasminogène sur le 

réseau de fibrine.  Il y a donc diminution du pouvoir anti fibrinolytique joué par la voie du 

TAFI. 

 

III)  La PCa : Effets protecteurs au cours de l’inflammation 

 

III. A)  Inflammation et système de la PCa 

 

L’activité de la PC diminue rapidement au cours des états infectieux graves et de la 

CIVD (Fourrier, 1992; Borgel, 2005). D’ailleurs, les taux de PC et de PCa sont clairement 

corrélés négativement avec un pronostic péjoratif (Fisher, 2000; Brunkhorst, 2007). La 

dépression du système de la PC est liée à des mécanismes complexes en relation avec cette 

réaction explosive au cours du sepsis, qui va générer en excès de la thrombine et toutes les 

réactions de contrôle qui en découlent. La dépression du système PC/PCa s’explique d’abord 

par le processus de CIVD et la consommation excessive de tous les facteurs impliqués, par la 

diminution de la synthèse hépatique (un des premiers organes touchés lors de la défaillance 

multiviscérale), la dégradation par les systèmes protéasiques et enfin la baisse de la 

concentration de la protéine S. De plus, au cours de l’inflammation endothéliale, les 

récepteurs spécifiques, cofacteurs d’activation que sont la TM et l’EPCR sont sous exprimés à 

la membrane de la CE, diminuant probablement ses capacités d’activation. Bien que 

« séduisant », ce dernier mécanisme d’action a probablement été sur évalué car les capacités 

de génération de la PCa semblent finalement relativement maintenues (Liaw, 2004). 

 

Compte tenu de la meilleure compréhension des liens entre hémostase et sepsis (Levi, 

1997), de la démonstration du rôle primordial du système PC/PCa dans ce processus, et de la 



 

 LA PROTEINE C / PROTEINE C ACTIVEE      - 53 

démonstration de l’impact de la PCa  sur l’inflammation et notamment l’adhésion 

leucocytaire (Grinnell, 1994; Murakami, 1996), furent débutés des essais thérapeutiques au 

cours du sepsis chez l’animal. Dès 1987, chez le babouin (Figure 23) était montré l’impact de 

la PCa pour améliorer le pronostic vital au cours de l’infection par bacille gram négatif 

(Taylor, 1987). 

 

 
Figure 23 : Impact de la Protéine C activée au cours du sepsis chez l’animal 

D’après Taylor (Taylor, 1987) 

 

Après la mise au point d’une forme purifiée recombinante humaine de PCa (drotrecogin 

alpha) à partir de lignées cellulaires, par les laboratoires Lilly Eli (Yan, 1990), rapidement 

furent mises en place des essais de phase I et de phase II montrant la relative bonne tolérance 

de cette molécule et ses effets bénéfiques potentiels sur la coagulopathie au cours du sepsis 

(Bernard, 2001).  

Une étude randomisée contrôlée versus placebo de phase III, « the Protein C Worldwide 

Evaluation in Severe Sepsis (PROWESS) » était conduite par Bernard et coll. afin d’évaluer 

l’efficacité de la PCa recombinée sur la mortalité des patients en sepsis sévère (Bernard, 

2001). Comme l’illustre la Figure 24, sur un collectif de 1690 patients inclus (850 patients 

sous PCa et 840 sous placebo), le traitement par PCa recombinée améliorait le risque absolu 

de mortalité à 28 jours de 6.1% (24.7 % versus 30.8%, p=0.005). Dans ce travail, le « prix à 

payer » était une augmentation relative du risque hémorragique (3.5% versus 2%, p=0.06). 

Ces résultats ont permis la commercialisation aux USA puis en Europe de cette molécule 
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(Drotrecogin alpha, Xigris°, Lilly Eli) pour la prise en charge du sepsis sévère pour ses 

formes les plus sévères.  

 

 
Figure 24 : Survie sous PCa au cours du sepsis sévère (Etude Prowess) 

D’après Bernard (Bernard, 2001) 

 

Cependant les résultats de ces travaux sont toujours controversés, quant au design et aux 

interprétations cliniques, mais aussi, car ils ne pouvaient s’appuyer sur un substratum 

physiopathologique clair. En effet, ce travail était par exemple, dans l’incapacité de démontrer 

en dehors des effets sur les paramètres de la coagulation, un effet significatif sur les cytokines 

de l’inflammation examinées (TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8 et IL-10) (Dhainaut, 2003). 

 

 

Ces résultats, malgré la commercialisation du produit, justifiaient de poursuivre les essais 

cliniques et aussi de poursuivre la recherche afin d’améliorer la compréhension des 

mécanismes protecteurs de cette molécule, au delà de la coagulation. 

 

III. B)  La PCa : Effets cytoprotecteurs 

 

La PCA a des effets protecteurs d’abord, par son rôle direct favorisant la baisse de 

génération de thrombine, puissant activateur cellulaire de l’inflammation.  
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Cependant la PCa a des effets directs cellulaires, indépendants de la thrombine, qui vont 

être rapportés. C’est par l’interaction avec son récepteur spécifique EPCR et le récepteur-

effecteur protease activated receptor-1 (PAR-1), que la PCa agit directement sur les cellules 

pour exercer une action sur diverses cibles (actions pleïotropiques), avec de multiples effets 

cyto protecteurs parmi lesquels: 

 

- La modulation de la régulation des gènes 

- La protection du rôle de barrière de l’endothélium 

- L’activation de la « machinerie » anti inflammatoire 

- L’activation du système anti apoptotique. 

 

On voit déjà que la dichotomie « effet sur la coagulation/effet sur la cytoprotection » a 

un substratum biochimique avec des ligands et des récepteurs différents pour la PCa. Cela 

permet alors d’envisager des voies de recherche vers des formes de variants de PCa 

conservant les effets potentiellement anti inflammatoires et dénués d’effet anticoagulant par 

exemple (Mosnier, 2007). 

 

 

III. B. 1)  Le récepteur PAR 

 

 
Figure 25 : Le récepteur PAR 

D’après Griffin (Griffin, 2007) 

 

Les récepteurs protease activated receptors (PAR) sont des récepteurs à 7 domaines 

transmembranaires couplés à des protéines G. Ces récepteurs sont activés par clivage d’une 

extrémité N terminale extra cellulaire par les domines protéolytiques de certaines protéines. Il 

y a 4 familles de PAR-1,-2,-3, et -4.  
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PAR, et en particulier PAR-1 est un récepteur qui peut être clivé, activé à la fois par la 

thrombine et à la fois par la PCa avec des effets le plus souvent inverses (Ruf, 2004). Les 

mécanismes régulants ces effets respectifs sont mal compris (Ludeman, 2005; Riewald, 

2005). 

Les mécanismes anti inflammatoires et cyto protecteurs de PCa passent, en présence 

d’EPCR, par sa « complexation » avec ce récepteur PAR-1. Grâce à ses propriétés 

amidolytiques, la PCa clive Par-1 et déclenche des voies de signalisation intracellulaires 

comme celles des MAP kinases et/ou des PI3 Kinases, qui sont des voies de signalisation 

préférentielles impliquées dans l’activation TNF-α. Ces mécanismes ont été démontrés à la 

surface des CE mais aussi d’autres cellules comme les cellules mononuclées, les CML ou 

encore les cellules neuronales (Riewald, 2002; Domotor, 2003; Feistritzer, 2006; 

Bretschneider, 2007) 

 

Pour cette nécessaire collaboration, ces 2 récepteurs EPCR et PAR sont regroupés, co 

localisés avec la TM également sur des zones de « radeaux lipidiques » (Bae, 2007). La 

dépendance entre PAR-1 et EPCR est encore discutée. 

 

 

III. B. 2)  Role de la PCa dans l’expression des gènes 

 

La PCa régule directement ou indirectement de nombreux gènes. Elle implique une 

baisse de régulation des gènes codant pour une activité pro inflammatoire et/ou pro 

apoptotique et inversement sur-régule les gènes codant pour une activité anti inflammatoire 

et/ou anti apoptotique (Tableau 4). Ces effets passent essentiellement par la voie NF-kB, une 

des voies intra cellulaires préférentielles de l’activation par le TNF-α (Joyce, 2001; Riewald 

Ruf, 2005). Pourtant, c’est via ce même récepteur PAR-1 qu’à la fois la thrombine et la PCa 

aux effets opposés, peuvent agir en intra cellulaire. C’est en fonction du contexte (par 

exemple, lorsque la CE est activée notamment par le TNF-α) que ce récepteur alors activé 

induit des signaux intracellulaires différents et donc des effets différents (Cheng, 2003; 

Riewald Ruf, 2005). 
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Les protéines NF-κB sont des activateurs transcriptionnels présents dans la cellule sous 

forme de dimères (Figure 26). Les membres de cette famille sont au nombre de cinq : p50 (et 

son précurseur p105), p52 (et son précurseur p100), c-rel, p65 (aussi appelée relA) et relB.  

En l’absence de signaux extracellulaires spécifiques, les dimères NF-κB sont retenus 

dans le cytoplasme sous une forme inactive par leur interaction avec les molécules de la 

famille IκB. Cette famille de protéines comprend cinq membres : IκBα, IκBβ, IκBγ, et les 

précurseurs p105 et p100, qui ont donc une double fonction. À la suite de diverses 

stimulations (par le TNF-α notamment), les molécules IκB sont phosphorylées par un 

complexe kinase composé de trois sous-unités : deux sous-unités catalytiques (IKKα et IKKβ) 

et une sous-unité régulatrice, NEMO/IKKγ. Ces phosphorylations entraînent 

l’ubiquitinylation des IκB puis leur dégradation (par le protéasome 26S), ce qui a pour 

conséquence de permettre aux dimères NF-κB d’être transportés dans le noyau où ils se fixent 

sur les promoteurs de leurs gènes cibles (Zingarelli, 2005). 

 

Deux voies d’activation de NF-κB ont été caractérisées. La voie dite canonique (induite 

par les signaux classiques comme le TNF-α) implique NEMO et les kinases IKKα et IKKβ, et 

aboutit à la dégradation complète des inhibiteurs IκB, libérant des complexes de type p50/p65. 

La voie alterne (induite par des molécules comme la lymphotoxine β, BAFF et le ligand de 

CD40) implique les protéines kinases NIK et IKKα, et conduit à la dégradation partielle du 

précurseur p100, libérant ainsi des complexes de type p52/relB et p52/relA. 

 
Figure 26 : La voie NF-kB 

D’après Bonizzi(Bonizzi, 2004) 

a) Voie classique (canonique) b) voie alterne 
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Gène Protéine Voie Impliquée 

Sur régulation par la PCa 

BCL2A1 A1 Apoptose 

BMP2 BMP-2 Différenciation 

CCL2 MCP-1 Inflammation 

Cx3CL1 Fratalkine Adhésion 

CXCL2 MIP-2 Inflammation 

DDX21 RNA helicase Transcription 

F3 TF Coagulation 

H-BEGF HBEGF Prolifération 

IL1R-1 IL1R-1 Inflammation 

IL-6 IL-6 Inflammation 

IL-8 IL-8 Inflammation 

NF-kB-1 NF-kB Transcription 

NF-kB-2 NF-kB-2 p100 Transcription 

NOS3 eNOS Inflammation 

NR4A-1 TR-3 Apoptose 

NR4A-2 NURR1 Transcription 

NR4A-3 NOR-1 Transcription 

PCNA PCNA Cycle cellulaire 

PTGS-2 COX-2 Inflammation 

SMAD-3 SMAD-3 Apoptose 
TNFAIP-3 A20 Apoptose 

Sous régulation par la PCa 

B2M B2M Inflammation 

BIRC-5 Survivin Apoptose 

CALR Ro Inflammation 

CMKOR-1 RDC-1 Signaling 

CX3CL-1 Fractalkine Adhésion 

EFNA-1 Ephrin-A1 Chemoattraction 

ICAM-1 ICAM-1 Adhésion 

IL1R-1 IL1R-1 Inflammation 

LTB LT-β Inflammation 

MMP10 MMP-10 Protéolyse 

NF-kB-1 NF-kB Transcription 

NF-kB-2 NF-kB-2 Transcription 

SELE E-Sel Adhésion 

SOD-2 Mn SOD Oxydation 

THBS-1 TSP-1 Adhésion 

TP-53 p53 Apoptose 

VCAM-1 VCAM-1 Adhésion 

Tableau 4 : Principaux gènes régulés par la PCa 

D’après Mosnier (Mosnier, 2007) 

La voie NF-κB est cruciale car elle contrôle un grand nombres de gènes codant pour des 

cytokines, chemokines, molécules d’adhésion, molécules régulatrices de l’apoptose et de la 

prolifération cellulaire(Chen, 2004). 
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III. B. 3)  PCa : Effets sur le rôle de barrière endothéliale 

 

La rupture des jonctions entre les CE activées, notamment au moment du sepsis est un 

des facteurs pivots dans la pathogénie de l’inflammation. En effet, la perte d’intégrité du rôle 

de barrière mécanique, la perte de continuité entraine une perméabilité endothéliale accrue, 

une fuite protéique vers la matrice responsable d’une aggravation hémodynamique et d’une 

aggravation des phénomènes inflammatoires (McVerry, 2004). Ces processus sont très 

impliqués dans la sévérité du sepsis, et en particulier dans la pathogénie des défaillances 

viscérales. 

 

La fixation de la PCa sur le récepteur PAR-1, là-encore de manière dépendante de 

l’EPCR, induit la sphingosine kinase-1 (SphK-1) qui fait sur exprimer la protéine 

intracellulaire la sphingosine-1- phosphate (S1P) (Figure 27). S1P active son récepteur trans 

membranaire couplé à des protéines G, le récepteur S1P1 (Feistritzer, 2005; Finigan, 2005). 

Ce récepteur induit des voies de signalisation via la famille Rho et les MAP Kinases (dont 

notamment ERK 1/2) pour réduire la perméabilité endothéliale, restructurer le cytosquelette et 

le stabiliser. 

La thrombine puissant activateur cellulaire a des effets cellulaires inverses, pourtant via 

le même récepteur. Ces messages cellulaires sont pour cette voie, modulés dans un sens ou 

l’inverse, en fonction de l’intensité de l’induction de S1P. 

 

 
Figure 27 : Rôle de la PCa dans le maintien de la barrière endothéliale 

D’après Mosnier(Mosnier, 2007) et Feistritzer(Feistritzer Riewald, 2005) 
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D’autre part la voie des sphingosines (S1P) ici décrite et induite par la liaison PCa/PAR-

1 a également des effets et/ou des interactions avec les voies de l’apoptose et de la survie 

cellulaire. 

 

 

III. B. 4)  PCa : Effets Anti apoptotiques 

 

L’apoptose est un processus complexe, finement régulé qui amène la cellule jusqu’à la 

mort programmée, par opposition à la nécrose (Green, 2005). L’effecteur terminal en est le 

cytochrome c au niveau mitochondrial. Les effets anti apoptotiques de la PCa ont pu être 

démontrés in vitro comme in vivo (Bilbault, 2007). 

 

Le signal intra cellulaire repose toujours sur le signal PCa sur PAR-1 en présence 

d’EPCR au niveau de la membrane cellulaire, notamment endothéliale (Mosnier, 2003).  

 

Les signaux induits sont de 2 ordres. En effet, il existe une régulation directe par un 

« signaling » non encore clairement identifié vers les 2 voies de l’apoptose cellulaire 

(intrinsèque et/ou extrinsèque). D’autre part, pour une bonne partie, il existe un effet sur les 

voies de l’apoptose via l’effet régulateur de l’expression des gènes, par l’effet sur la voie NF-

kB (cf Tableau 4). 

 

Sur la voie intrinsèque, l’APC module l’expression des molécules pro apoptotiques 

comme p53 et Bax et maintient l’effet protecteur anti apoptotique de Bcl-2 (Joyce, 2001; 

Cheng, 2003; Guo, 2004). L’APC agit également sur la voie (extrinsèque) des caspases en 

inhibant les caspases initiatrices (caspases 8, ou 9) autant que les caspases (3) effectrices 

(Guo, 2004; Liu, 2004). 

 

III. B. 5)  PCa : Effets Anti inflammatoire 

 

Les effets anti inflammatoires démontrés  pour la PCa touchent 2 cibles, les CE et les 

lignées leucocytaires. Ces réactions sont complexes. L’effet de la PCa sur ces cellules  passe 
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essentiellement par l’inhibition de la voie NF-κB et des cytokines qui en dépendent (Tableau 

4), via l’activation de Par-1 et EPCR (Opal, 2003). 

Les conséquences en sont essentiellement une baisse de l’expression des médiateurs 

inflammatoires de l’endothélium, et une baisse de l’expression des molécules d’adhésion 

telles que ICAM-1, VCAM-1 et E-Esel à la surface des CE (Joyce, 2001; Joyce, 2002; Joyce, 

2004).  

L’EPCR on l’a vu est exprimé sur une bonne partie de la lignée monocytaire et 

macrophagique. Par l’activation PCa /PAR, la PCa entraine une diminution de l’expression 

des cytokines induites (IL-1β et TNF-α) surtout, du fait de l’extinction de la voie NF-κB. Est 

également inhibé le relargage de chemokines telles que MIP-1 ou MCP-1 par la lignée 

monocytaire  (Brueckmann, 2004)  

Plus récemment a été montré un effet inhibiteur de la PCa sur la migration leucocytaire 

des neutrophiles via des intégrines, cette fois-ci indépendamment d’EPCR (Elphick, 2009) 

Dans ces mécanismes, il ne faut pas oublier les interactions entre l’EPCR soluble, les 

PR3 et les intégrines Mac-1 des polynucléaires dont les mécanismes ne sont pas encore 

élucidés (Kurosawa, 2000). 

 

Au total, ces activités anti inflammatoires de la PCa, qu’il est difficile d’individualiser 

des propriétés anti apopototique et de protection de la barrière endothéliale, conduisent en 

phase d’activation inflammatoire, à diminuer le chimiotactisme, diminuer le « rolling » à la 

surface des CE, à diminuer l’adhésion leucocytaire et à diminuer l’accumulation cellulaire 

inflammatoire dans les tissus. 

 

III. C)  La PCa : Effets vasculaires et hémodynamiques 

 

La dysfonction endothéliale au cours d’un sepsis occasionne un déséquilibre entre tonus 

vasoconstricteur (catécholamines, angiotensine, thromboxane….) et vasodilatateur 

(prostacycline, peptides atriaux natriurètiques, NO, adénosine…). Le tonus vasoconstricteur, 

la réactivité vasculaire et la sensibilité aux vasoconstricteurs sont diminués au cours du sepsis. 

Même si l’essentiel de ce travail s’est focalisé sur les propriétés intracellulaire 

cytoprotectrices de la PCa, en particulier sur les CE, il faut rapporter que cette molécule a 

également des mécanismes d’action vasculaires.  
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L’importance de ces effets avait été suspectée sur les résultats de « Prowess » qui avaient 

montré une amélioration rapide des défaillances cardio circulatoires chez les malades recevant 

la PCa. Ces données ont été confirmées par exemple sur des analyses fonctionnelles 

d’amélioration de la microcirculation sous PCa  ou sur des cohortes de patients (De Backer, 

2006). 

 

Des études animales chez le rongeur, ont montré que l’utilisation de PCa recombinante 

d’abord à doses supra thérapeutiques (Favory, 2006),  puis à doses thérapeutiques, au cours de 

chocs endotoxiniques, entrainait une amélioration rapide des paramètres vasculaires et 

cardiaques. Ces processus sont essentiellement régulés par la voie de la NO synthase 

endothéliale (via AKt) et la voie TNF-α/NF-κB (Sennoun, 2009; Sennoun, 2009). 

 

Les démonstrations chez l’homme sont encore pauvres et devront être explorées plus 

finement avec les résultats des études cliniques à venir (« Etude PROWESS Shock » par 

exemple). 
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Partie  4] OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE  

 

 

L’unité INSERM U643 (dirigée jusqu’à récemment par le Pr Soulillou), adossée au 

service clinique de Transplantations Rénales du CHU de Nantes dans le cadre d’un institut 

(Institut thématique Transplantation-Uro-Néphro, ITUN) a pour centre d’intérêt les « Immuno 

interventions dans les Allo et Xéno transplantations ». Au sein de cette unité, s’est 

individualisée l’équipe dirigée par Béatrice CHARREAU dont l’activité de recherche est 

depuis plusieurs années, centrée sur la cellule endothéliale (« Effecteurs et mécanismes de la 

dysfonction endothéliale au cours de la transplantation »). En effet, au cours de la 

transplantation d’organe solide notamment rénale, l’activation et la dysfonction endothéliale 

participent pleinement a l’initiation et au développement des mécanismes de rejet. 

L’activation des CE induit le recrutement et l’infiltration des leucocytes dans le greffon autant 

que des troubles de l’hémostase dans la microcirculation, initiant ainsi les épisodes de rejet 

aigu. La dysfonction endothéliale est également lourdement impliquée dans le rejet chronique. 

 

Un des axes de recherche de l’équipe est donc l’identification des mécanismes et des 

effecteurs de la dysfonction endothéliale afin de développer de nouvelles stratégies de 

prévention ou de traitement des rejets en allo et xéno transplantations.  

 

Par ailleurs, il n’est plus nécessaire de démontrer l’implication forte de l’activation et de 

la dysfonction endothéliale au cours du sepsis, pathologie majeure dans un service de 

réanimation. Il semblait alors tout à fait naturel de nouer des collaborations entre l’équipe de 

Réanimation Médicale du CHU de Nantes (Pr. D. Villers) et l’équipe de recherche dirigée par 

Béatrice Charreau sur la thématique de la dysfonction endothéliale notamment au cours du 

sepsis et son intrication avec l’hémostase. Le projet de recherche pour le travail de Master 2 

puis de Thèse s’est monté dans le contexte d’un débat passionné sur l’intérêt thérapeutique de 

la protéine C activée recombinante (drotrecogin alpha, Xigris°, Lilly) après les publications de 

l’étude randomisée multicentrique (Prowess) montrant l’intérêt de cette thérapeutique au 

cours du choc septique chez l’adulte (Bernard, 2001) et les travaux de confirmation dans une 

étude ouverte de tolérance (Vincent, 2005). 
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Nous avons décidé de travailler dans 2 directions : l’analyse de la régulation des formes 

membranaires et solubles de l’EPCR et analyser les mécanismes d’action intracellulaires de la 

PCa recombinante.  

 

I)  Régulation des formes membranaires et solubles de l’EPCR 

 

I. A)  Contexte 

 

La voie de la protéine C activée et son importance dans le sepsis ont  commencé à être 

explorés dans la décennie 1990-2000. C’est notamment en 1994, qu’a été décrit le récepteur 

endothélial de la protéine C et son rôle de cofacteur dans l’activation de la protéine C 

(Fukudome Esmon, 1994). Ce récepteur a été décrit comme une protéine membranaire sur les 

CE mais aussi comme pouvant libérer une forme soluble, circulante. 

En 1998, ont été publiés des résultats préliminaires qui montraient l’élévation des taux 

sanguins de la forme soluble de l’EPCR au cours du sepsis en comparaison à des volontaires 

sains et/ou des malades avec une maladie inflammatoire (lupus)(Kurosawa, 1998). En même 

temps que se mettait sur pieds notre projet, ont été publiés des travaux confirmant des taux 

significativement élevés d’EPCR chez des malades en sepsis sévère à l’admission (Liaw, 

2004). 

 

I. B) Objectifs 

 

La première partie de ce travail de thèse a consisté en la réalisation d’une étude clinique 

observationnelle sur une cohorte de 40 patients en sepsis sévère. L’objectif (et l’originalité) de 

ce travail résidait principalement en la réalisation d’une étude cinétique (notamment de 

l’EPCR soluble) avec des prélèvements sanguins réalisés sur 5 jours consécutifs, dès 

l’admission et les 4 jours suivants. Cela permettait la constitution d’une sérothèque pour 

analyse ultérieure. Cette cohorte de malades septiques devait être comparée à 2 autres 

cohortes, 1 de malades inflammatoires (maladie de Wegener) et une cohorte de volontaires 

sains. Ce travail avait pour objectif non pas d’analyser un dosage statique d’EPCR à 

l’admission mais d’analyser des variations de taux avec un aspect dynamique, et de 
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rechercher les facteurs (liés au patient ou à sa pathologie) qui pouvaient influencer ces 

cinétiques. 

Cette étude devait s’appuyer sur un travail plus fondamental d’analyse concomitante des 

formes membranaires et solubles de l’EPCR dont la régulation respective est mal comprise. 

Nous avons pu bénéficier de l’apport d’une bio banque de CE de type HAEC que l’équipe de 

recherche a constituée depuis des années. Cette banque cellulaire a permis sur des cultures 

cellulaires endothéliales primaires au repos ou activées par divers stimuli inflammatoires 

d’analyser le régulation de l’EPCR à la fois sur la membrane cellulaire et dans les surnageants 

pour les formes solubles. Nous avons voulu caractériser cette régulation et rechercher les 

facteurs qui l’influençaient. Nous nous sommes notamment intéressés à l’impact dans la 

régulation in vitro du génotype (de l’haplotype A3 et du sexe masculin). En effet, ces 2 

facteurs semblaient influencer les taux d’EPCR circulant in vivo (volontaires sains). 

 

II)  Mécanismes d’action de la PCa 

 

II. A)  Contexte 

 

Malgré la publication en 2001 de résultats positifs sur la mortalité quant à l’utilisation de 

la PCa recombinée (drotrecogin), les débats étaient intenses (et le restent d’ailleurs), en partie 

devant le peu de travaux expliquant de manière claire les mécanismes d’action de cette 

molécule au cours de cette phase inflammatoire que représente le sepsis sévère.  

 

II. B)  Objectifs 

 

Nous avons mené des travaux in vitro visant à évaluer les effets anti inflammatoires cyto 

protecteurs de la PCa recombinée sur les CE, en analysant notamment les signaux 

intracellulaires induits. En particulier, nous avons voulu nous focaliser sur les voies de 

signalisation des PI3 Kinases, des MAP kinases et de NF-κB induites par le TNF-α et/ou la 

PCa et les interactions entre ces différentes voies. 
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III)  Organisation du travail de thèse 

 

III. A)  Etude clinique 

 

Ma participation directe dans ce travail de thèse  a été d’abord de mettre en place l’étude 

observationnelle clinique (« EPCR sepsis ») dans le service de Réanimation médicale du CHU 

de Nantes. Ce travail a débuté par l’écriture du projet en collaboration avec  Béatrice 

Charreau et la Direction de la Recherche Clinique (notamment la cellule méthodologique) du 

CHU de Nantes. Le travail a consisté également en l’obtention des autorisations éthiques, 

réglementaires et administratives ainsi qu’en la recherche d’une partie du financement. La 

gestion du protocole dans le service de Réanimation a été placée sous ma responsabilité, en 

collaboration avec les autres praticiens du service (inclusion, consentement de participation, 

gestion des prélèvements sanguins pour constitution de la serothèque, « data 

management »….). 

 

Enfin les analyses statistiques, relativement complexes compte tenu de la méthodologie 

(cf manuscrit) ont été réalisées en collaboration étroite avec le Pr V. Sébille, responsable de la 

plateforme de Biométrie au CHU de Nantes et de l’Equipe d’Accueil 4275 («Biostatistique, 

Recherche Clinique et Mesures Subjectives en Santé»). 

 

III. B)  Analyses de laboratoire 

 

Pour les analyses de laboratoire réalisées au sein de l’équipe de recherche, ces travaux 

ont la particularité d’avoir utilisé un éventail assez large des techniques actuellement à 

disposition. Sous la direction de Béatrice Charreau, cette équipe de recherche est constituée de 

membres, doctorants, ingénieurs, ou techniciens, qui manient l’intégralité de ces techniques. 

Cependant, chacun des membres titulaires a pris plus particulièrement l’expertise dans une 

des techniques, pour gagner en performance et faciliter l’encadrement et la formation. 

 

Ainsi au cours de ce travail de thèse, j’ai d’abord pu apprendre et maitriser les techniques 

de cultures de CE en collaboration avec toute l’équipe. 
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J’ai pu réaliser l’analyse de l’expression des protéines membranaires et/ou solubles par 

technique ELISA, ELISA cellulaire, cytométrie de flux, marquage par immunofluorescence 

et/ou Western Blot, en collaboration avec Béatrice Charreau, Mathias Chatelet, Julie 

Devallière, Pierre Tonnerre et Nathalie Gérard. 

 

Les extractions d’ADN avec analyses génomiques ont été réalisées en collaboration avec 

Nathalie Gérard. 

 

Enfin, les autres techniques de biologie moléculaire (extraction d’ARN, PCR, RT-PCR, 

Taqman°, transfection de gènes reporters, SiRNA….) ont été réalisées en collaboration avec 

Béatrice Charreau, Thibaud Quillard et Nathalie Gérard. 

 

III. C)  Rédaction des articles 

 

La rédaction des 3 articles présentés ici a été réalisée en étroite collaboration et sous la 

direction de Béatrice Charreau. 
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Partie  5] TRAVAUX, RESULTATS ET PUBLICATIONS 

 

I)  Article 1 : “Circulating Endothelial Cell Protein C  Receptor : 

Endothelial regulation and cumulative impact of gender and A3 

haplotype” 

 

par Guitton C, Gérard N, Quillard T, Charreau B. 

 

I. A)  Résumé de l’article 

 

I. A. 1) Rationnels et Objectifs du travail  

 

L’EPCR, pour sa forme membranaire, via l’activation de la protéine C, semble avoir un 

effet négatif sur la coagulation et l’inflammation. Cependant, les facteurs et mécanismes 

régulant, notamment au cours de l’inflammation, l’expression des formes membranaires et le 

«relargage» des formes solubles de l’EPCR restent toujours mal connus. Les objectifs de ce 

travail ont été d’évaluer la régulation simultanée de ces 2 formes (membranaire et soluble) au 

cours de l’inflammation et notamment d’analyser alors l’impact respectif de l’haplotype A3 et 

du genre sexuel . 

 

I. A. 2) Matériels et Méthodes 

 

I. A. 2. a) La culture des cellules endothéliales 

 

La technique de culture des CE a été décrite il y a de nombreuses années et a permis de 

faire progresser de nombreux travaux fondamentaux in vitro (Jaffe, 1973). Au départ décrite 

pour des CE issues de cordons ombilicaux, la culture de CE a pu être étendue à d’autres types 

cellulaires, par exemple les HAEC. 
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Pour la plupart des travaux in vitro réalisés dans notre équipe de recherche, des cultures 

primaires de CE humaines ont été utilisées. Il s‘agit de cellules endothéliales d’origine 

artérielle (HAEC) issues de rebus de chirurgie, provenant de recoupes d’artères au cours de 

transplantations d’organes.  

L’isolement de ces cellules est réalisé à partir de recoupes d’artère de bon calibre (artère 

rénale et/ou aortique). Les CE sont décollées de la matrice artérielle par action de la 

collagénase et les CE sont ensuite cultivées, isolées, triées grâce à la technique de billes 

marquées spécifiquement avec un anticorps anti CD31, spécifique des CE. Ces cellules ont été 

caractérisées par l’équipe de recherche (Le Bas-Bernardet, 2003), elles expriment des 

molécules de surface spécifiques de cellules endothéliales (CD31, CD146 et ICAM-2) et des 

marqueurs d’activation (E-Selectine , VCAM-1) induits par des cytokines . 

 

 
Figure 28 : Culture de cellules endothéliales à confluence 

 

 

Les cellules sont cultivées en atmosphère humide (37°C, 5%CO2) en boites de Petri 

traitées préalablement par de la gélatine 1%. Ces cultures se déroulent en milieu spécifique 

« Endothelial Cell growth Medium » (Kit Promocell, Heidelberg, Allemagne). Ce milieu est 

supplémenté en serum de veau fœtal 10%, en facteurs de croissance ECGS/C (0.4%), human 

basic fibroblast growth factor (hbFGF) (1ng/ml), human epidermal growth factor (hEGF) 

(0.1ng/ml), en hydrocortisone (1µg/ml), en Amphotericine B (50ng/ml), en gentamycine 

(50µg/ml), en pénicilline (10000U/ml)-streptomycine(10mg/ml) (Sigma-Aldrich Co) et en 

glutamine (2mM). Les cellules sont amplifiées après traitement avec de la trypsine et sont 

cultivées jusqu’à confluence (Figure 28), et utilisées entre les passages 2 et 5 inclus. 
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I. A. 2. b) Utilisation d’une bio collection 

 

 

L’équipe de recherche est au moment de ces travaux à la tête d’une « bio-banque » 

cellulaire unique de plus de 50 CE issues de recoupes d’artère rénale collectées au moment du 

prélèvement d’organe (Coupel, 2004). Il s’agit donc d’une banque cellulaire de type Cellules 

Endothéliales Humaines d’origine Artérielle (HAEC). Ces cellules étaient cultivées à des 

passages cellulaires entre P2 et P5, jusqu’à confluence et éventuellement activées, par du 

TNF-α, de l’IL1-β ou de l’Interferon-γ. Des inhibiteurs type Actinomycin D, Cycloheximide 

et Galardin pouvaient si nécessaires être utilisés en pré-incubation 1 heure avant l’activation 

par le TNF-α.  

Ces cultures cellulaires in vitro permettaient d’analyser l’expression membranaire des 

protéines (notamment l’EPCR) et en même temps l’analyse du surnageant de culture afin 

d’analyser les formes solubles des protéines libérées dans le milieu de culture. Trente et une 

de ces CE ont été plus précisément étudiées. De plus, des prélèvements sanguins étaient 

disponibles pour 18 patients parmi les donneurs d’organe dont sont issus les cultures 

primaires d’HAEC.  

Cette collection permettait donc d’avoir accès de manière concomitante à l’analyse par 

cellule, notamment pour l’EPCR, du génotype, de l’expression des formes membranaires, des 

dosages des formes solubles libérées dans le surnageant et des formes solubles analysées dans 

le sang in vivo au moment du don d’organe. 

Enfin, des prélèvements sanguins ont été analysés sur une cohorte de 100 volontaires 

sains (Etablissement Français du Sang). 

 

Du point de vue des techniques de biologie moléculaire, une analyse du génotype par 

isolement d’ADN était réalisée sur cette collection d’HAEC, notamment pour rechercher 

l’haplotype A3. Une analyse de l’ARN était réalisée par RT-PCR pour le gène de l’EPCR. 

L’expression membranaire de l’EPCR sur les cellules endothéliales était analysée par 

technique d’ELISA cellulaire, par cytométrie de flux et/ou par Western-blot. 

L’analyse de l’expression des formes solubles d’EPCR dans les substrats liquidiens, type 

surnageant ou sang, a été réalisé par Western-blot ou par technique ELISA (Stago°). 

 

 



 

 TRAVAUX, RESULTATS ET PUBLICATIONS      - 71 

I. A. 3) Résultats 

 

I. A. 3. a) Effet de l’inflammation endothéliale  

 

L’analyse concomitante des formes membranaires et solubles in vitro permettait de 

démontrer que l’inflammation (médiée par LPS, TNF-α, ou IL1-β et non par l’IFN-γ) 

diminuait significativement l’expression membranaire d’EPCR à la surface des CE. Dans le 

même temps un relarguage progressif des formes solubles d’EPCR était constaté, sans qu’il 

soit augmenté par la stimulation inflammatoire (notamment par le TNF-α). 

 

Sur 45 cellules de la  bio collection de CE dont le génotype était disponible, 7 étaient 

porteuses de l’haplotype A3. Parmi les 45 CE, 31 ont eu une exploration concomitante de 

l’expression des formes membranaires et solubles de l’EPCR. Cette analyse montrait 

l’importante variabilité de l’expression de ces 2 formes d’EPCR et ce, quel que soit 

l’haplotype A ou A3. Il ne semblait pas exister de corrélation directe entre l’expression 

membranaire et la libération dans le surnageant.  

 

 

I. A. 3. b) Effet de l’haplotype A3 

 

Pour 18 des 31 cellules explorées en détail, des prélèvements sanguins (collectés au 

moment du don d’organe) étaient disponibles pour dosage de l’EPCR soluble dans le sang. De 

façon cohérente avec la littérature, les taux sanguins de sEPCR étaient significativement plus 

élevés chez les porteurs de l’haplotype A3 par rapport aux autres haplotypes. Par contre, entre 

ces 2 groupes d’haplotypes, il n’existait pas de différence d’expression membranaire ou des 

taux de sEPCR dans les surnageants de culture cellulaire in vitro. La stimulation endothéliale 

par le TNF-α avait un effet exclusif sur l’expression membranaire en la diminuant sans effet 

sur le relargage des formes solubles, quelque soit l’haplotype. Ces analyses confirmaient la 

grande variabilité de l’expression basale ainsi que des réponses à la stimulation endothéliale. 
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I. A. 3. c) Effet du caractère sexuel  

 

Les hommes avaient des taux sanguins de sEPCR significativement plus élevés (mesurés 

sur la cohorte de volontaires sains et confirmés sur la cohorte de donneurs d’organes). Par 

contre, il n’existait pas non plus de différence liée au sexe sur l’expression membranaire 

d’EPCR par les cellules ou les taux de sEPCR dans les surnageants. Ces données confirmaient 

encore l’absence de corrélation (au moins in vitro) entre les taux plasmatiques et l’expression 

endothéliale. Il n’existait pas non plus d’influence importante du sexe sur la régulation par le 

TNF-α des formes membranaires et solubles de l’EPCR. 

 

Au total, ces données confirmaient que le caractère sexuel (masculin) et le portage de 

l’haplotype A3 exerçaient une influence forte et indépendante sur les taux circulants d’EPCR 

mais que ces 2 caractéristiques avaient également un impact cumulatif. 

 

I. A. 4) Conclusions 

 

Ces travaux démontrent que le sexe est un facteur majeur associé à l’haplotype A3 pour 

déterminer les taux circulants d’EPCR dans le sang dans des conditions basales 

physiologiques. 

In vitro, l’inflammation diminue l’expression membranaire d’EPCR en conservant la 

production de formes solubles. 

 

I. B) Publication 

 

Cet article a été accepté pour publication dans Journal of Vascular Research [J Vasc 

Resarch 2011 ; 48 : 336-346].  
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I. C) Manuscrit 
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I. D) Résultats additionnels 

 

Les résultats de ce travail confirment l’impact important de l’haplotype A3 dans la 

régulation des formes circulantes de l’EPCR. Il est également montré que l’activation des CE 

par du TNF-α diminue la transcription gènes (formes complètes ou tronquées) de l’EPCR 

chez les porteurs de l’haplotype A3 ou non (figure 4 g-h de l’article). 

Certains résultats n’ont pu être montrés dans cet article et ont été présentés comme « data 

not shown ». Ainsi, la Figure 29 rapporte l’exploration de l’impact de l’haplotype A3 dans la 

régulation des formes solubles de l’EPCR au cours de l’activation endothéliale, dans la phase 

transcriptionnelle et post transcriptionnelle. 
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Impact of EPCR A3 haplotype on sEPCR regulation. Quantification of sEPCR by Elisa in culture 

supernatants from EC issue from A/A and A/A3 individuals. EC were preincubated with cycloheximide (CHX), 

actinomycin D (Act D) or galardin and then treated with or without TNF (100U/mL) for 24h (*p<0.05). All 

results are representative of 3 independent experiments. 

Figure 29 : Impact de l’haplotype A3 pour la regulation des formes solubles d’EPCR 

 

En présence de TNF-α, l’inhibition de la synthèse des ARN par de l’actinomycine D 

(Act D) provoque une augmentation de la libération de l’EPCR soluble dans les surnageants 

de cultures pour les CE porteuses de l’haplotype A3, signant un mécanisme principalement 

transcriptionnel in vitro. L’inhibition de la synthèse protéique par la cycloheximide (CHX) 

provoque une augmentation des formes solubles dans les surnageants de cultures de CE de 

type A/A (non porteuses de l’haplotype A3), signant un mécanisme post transcriptionnel. Ces 

mécanismes respectif en fonction de l’haplotype méritent des explorations complémentaires. 
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II)  Article 2 : “Early rise in circulating Endothelial Protein C 

Receptor correlates with poor outcome in severe sepsis” 

par Guitton C, Gérard N, Sébille V, Bretonnière C, Zambon V, Villers D, Charreau B 

 

II. A)  Résumé de l’article 

 

II. A. 1)  Rationnels et Objectifs 

 

L’EPCR permet le contrôle de la coagulopathie et des phénomènes inflammatoires au 

cours du sepsis. Cependant les mécanismes régulant respectivement les formes membranaires 

et solubles in vivo ne sont toujours pas clarifiés. Même si le rôle des formes membranaires 

d’EPCR semble mieux explicité, la régulation et les mécanismes d’actions de l’EPCR soluble 

ainsi que son impact sur le pronostic semblent très peu connus. Nous avons donc voulu 

analyser non pas de manière statique et ponctuelle mais de manière dynamique la cinétique 

des taux circulants sanguins d’EPCR solubles au cours des 5 premiers jours du sepsis sévère. 

Le premier objectif était de comparer les taux à l’admission à des volontaires sains ou à des 

pathologies inflammatoires non septiques. Le second objectif était de décrire la cinétique de 

l’EPCR pendant la phase initiale en corrélation avec des paramètres cliniques et le pronostic. 

 

II. A. 2)  Matériels et Méthodes 

 

Au cours de ce travail monocentrique dans le service de Réanimation Médicale du CHU 

de Nantes, une cohorte observationnelle de 40 patients consécutifs en sepsis sévère était 

analysée. Des dosages sanguins d’EPCR solubles étaient réalisés à la phase initiale du sepsis, 

c’est à dire à l’entrée en Réanimation et les 4 jours suivants. 

 

Les dosages sanguins étaient réalisés par technique ELISA de manière concomitante. 

Les taux à l’admission (J1) étaient comparés à 2 autres cohortes, 1 de 40 volontaires 

sains et 1 de 25 patients inflammatoires avec une vascularite active.  
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Enfin, les cinétiques de J1 à J5 étaient analysées ainsi que les facteurs pouvant les 

influencer. L ‘analyse statistique a consisté notamment en une analyse uni-variée puis multi-

variée pour rechercher les facteurs démographiques, cliniques et évolutifs pertinents ayant une 

influence sur la cinétique de l’EPCR soluble au cours du sepsis. 

 

II. A. 3)  Résultats 

 

Sur 10 mois, 40 patients consécutifs ont été inclus dans cette étude observationnelle. 

Cette cohorte de patients était assez sévère, 37 étaient en choc septique à l’admission, 40 à J2.  

 

 

II. A. 3. a) Comparaison patients septiques / patients 

inflammatoires et volontaires sains 

 

Aucune différence significative n’était notée entre les taux de sEPCR circulants dans les 

24 premières heures du sepsis sévère, et les taux de volontaires sains ainsi qu’en comparaison 

avec les taux de patients porteurs de pathologie inflammatoire type vascularite. Ces taux à J1 

étaient surtout marqués par une très grande variabilité inter patients. Une différence 

significative était retrouvée en fonction du caractère sexuel, avec à J1 là encore des taux plus 

élevés chez l’homme. 

 

II. A. 3. b) Analyse des cinétiques à la phase initiale du 

sepsis 

 

L’analyse dynamique de la cinétique des taux d’EPCR circulants sur les 5 premiers jours 

de prise en charge de ces sepsis sévères était surtout marquée par les très faibles variations 

pour cette phase initiale (<15%). Cette allure de cinétique à faibles variations était observée 

indépendamment du taux initial d’EPCR mesuré. 

La sévérité (SAPS II, , SOFA, Mc Cabe ) et le type d’infection (hémoculture positive, 

site d’infection) avaient peu d’influence sur la cinétique d’EPCR. Dans les caractéristiques de 

l’infection, seul le caractère Gram négatif semblait modifier la cinétique. 
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Par contre, le pronostic évalué par la survie à J28 influençait clairement la cinétique des 

taux d’EPCR. Les patients avec une évolution péjorative (9 patients décédés) semblaient avoir 

des taux supérieurs d’EPCR, notamment avec une élévation transitoire mais significative à J2. 

Une analyse uni- et multi- variée a confirmé de manière significative que le taux d’EPCR 

à J2 était un facteur de risque indépendant associé à la mortalité  à J28 pour cette cohorte de 

patients septiques. 

 

II. A. 4)  Conclusions 

 

Le sepsis sévère ne provoque que de faibles variations dans la cinétique de l’EPCR 

circulant. Nos résultats suggèrent par contre que dans cette population une élévation précoce 

(à J2), transitoire, mais significative pourrait être péjorative suggérant un rôle de bio-

marqueur pronostique pour l’EPCR circulant au cours du sepsis. 

 

II. B)  Publication 

Cet article a été accepté en Janvier 2011 pour publication dans Intensive Care 

Medicine. 
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II. C)  Manuscrit 
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II. D)  Résultats additionnels 

 

Certains résultats n’ont pu être montrés dans cet article (« data not shown »). 

II. D. 1) Impact des hémocultures sur la cinétique de l’EPCR 

 

Parmi les paramètres cliniques liés directement aux caractéristiques de l’infection, seul le 

caractère Gram négatif des bactéries en cause avait un impact significatif sur la cinétique des 

taux d’EPCR circulants(Figure ESM 2d). Le site de l’infection (c’est à dire l’existence d’une 

pneumonie ou non) n’avait pas d’influence significative (figure ESM2c). 

 

 
Time-course (from D1 to D5) analysis of sEPCR in septic patients.  sEPCR was measured daily in patients 
(n=40) with severe sepsis from admission in ICU (D1) to D5. For statistical analysis, repeated measures 
ANOVA using linear mixed models allowing for random effects with restricted maximum–likelihood estimation 
were used to assess changes in sEPCR levels over time [“time effect” (TE)], as well as the effect of covariates of 
interest [“group effect” (GE)]. P-values<0.05 were considered to be statistically significant. sEPCR levels are 
represented with box plot. Data presented are result from univariate analysis. The box plots are interpreted as 
follows: boxes contain the middle 50% of data, line in the box indicate the median, upper and lower hinges 
indicate respectively the 75th and 25th percentile and “whiskers” indicate minimum and maximum data values. 
Analysis of sEPCR in septic patients are expressed according to blood cultures results, positive (n=14) or not 
(n=26) [GE p=0.223; TE p=0.421]. 

 

Figure 30 : Taux circulants d’EPCR chez les patients septiques : impact des hémocultures positives 

sEPCR était mesuré quotidiennement de D1 à D5. L’analyse statistique  était réalisée selon la présence (n=14 

patients) ou l’absence (n=26) d’hémocultures positives.  

La Figure 30 illustre que la présence d’une bactériémie ou non n’avait pas non plus 

d’influence statistiquement significative sur les cinétiques d’EPCR. 
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II. D. 2) Paramètres biologiques simples de l’hémostase 

 

 n Mean SD Med IQR Rho (ρ) p 
        

Day1        

EPCR 40 174 117 115 90-240   

Plat 40 159550 120725 120000 66750-248500 -0.130 0.425 

TP 40 55 22.6 58 42.2-77.8 -0.046 0.779 

aPTT 39 1.7 0.9 1.4 1.2-1.8 0.118 0.475 

Fib 33 4.9 2.8 4.6 2.9-6.6 -0.062 0.731 
        

Day2        

EPCR 39 169 111 130 91-202   

Plat 39 147744 129203 105000 57000-211000 -0.187 0.253 

TP 39 55 19.6 55 42-68 -0.139 0.396 

aPTT 35 1.8 0.9 1.5 1.3-2 0.152 0.382 

Fib 28 5.3 2.5 5.1 3.6-7.3 -0.308 0.110 
        

Day3        

EPCR 38 162 114 131 96-169   

Plat 38 138026 124640 100500 45750-196750 -0.255 0.122 

TP 35 59 20 61 45-72 -0.070 0.690 

aPTT 31 1.9 1.1 1.6 1.3-2.1 0.237 0.198 

Fib 21 5.2 2.8 5.2 2.6-7.4 -0.153 0.506 
        

Day4        

EPCR 34 177 133 139 93-218   

Plat 31 125741 125734 83000 48000-187000 -0.383 0.033 

TP 29 63 16.4 65 49-75 -0.211 0.273 

aPTT 22 1.6 0.6 1.4 1.2-1.9 0.520 0.013 

Fib 11 3.2 1.4 2.9 1.7-4.4 0.113 0.739 
        

Day5        

EPCR 31 153 101 129 94-177   

Plat 30 130666 120382 108500 42000-178750 0.014 0.939 

TP 27 63.2 17.9 64 49-76 -0.051 0.800 

aPTT 24 1.6 0.6 1.5 1.1-1.9 0.076 0.725 

Fib 11 3.5 1.9 3.1 1.8-5.2 0.081 0.081 

 
 

Tableau 5 : Corrélation entre EPCR et paramètres de l'hémostase chez les patients septiques 

EPCR (ng/mL), Plat : plaquettes (103/L), TP : Taux de prothrombine (%), aPTT : TCA (ratio patient/témoin), 

Fib : fibrinogène (g/L).Corrélation de Spearman exprimée par coefficient Rho (ρ). Significatif si p<0.05. Les 

résultats sont rapportés en moyenne+/- SD et médiane (IQR). 

 

Les paramètres biologiques simples de l’hémostase étaient colligés pour les patients 

durant les 5 jours d’analyse des cinétiques (Tableau 5). Il n’était pas retrouvé de corrélation 
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significative (mesuré par un test de Spearman) entre ces différents paramètres (Taux de 

plaquettes, Taux de prothrombine, Ratio TCA patient/témoin et Taux de fibrinogène) et les 

taux circulants d’EPCR solubles sur des prélèvement sanguins concomitants, notamment pour 

les premières 48 heures. Seul à J4 était retrouvée une légère corrélation entre les taux d’EPCR 

et les taux de plaquettes et le TCA, résultat dont la relevance reste discutable. 
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III)  Article 3 : “Protective cross talk between activated protein C 

and TNF signaling in vascular endothelial cells : implication of EPCR, 

non canonical NF-ĸB, and ERK1/2 MAP kinases” 

par Guitton C, Cottereau A, Gerard N, Quillard T, Chauveau A, Devalliere J, Tonnerre P, 

Charreau B. 

 

III. A)  Résumé de l’article 

 

III. A. 1)  Rationnels et Objectifs 

 

La protéine C activée (PCa) agit sur de multiples voies de signalisation. Il est démontré 

que la PCa dans sa forme recombinée inhibe l’induction par le TNF-α des molécules 

d’adhésion (VCAM-1, ICAM-1, E-Sel…) via un effet sur la voie NF-κB. La PCa induit 

positivement l’expression de gènes de molécules anti-apoptotiques (Bcl2, eNOS, Inhibitor of 

apopotosis (IAP)….). Enfin, la PCa active la voie des MAP kinases (notamment ERK 1/2) via 

le récepteur PAR-1 en interaction avec EPCR. Les MAP kinases sont également impliquées 

dans la voie TNF-α pouvant expliquer en partie des effets anti inflammatoires et anti 

apoptotiques de la PCa. Malgré tout, les mécanismes précis des effets anti inflammatoires de 

la PCa sont mal connus, surtout son  implication respective dans les différentes voies de 

signalisation.  

L’objectif de ce travail est donc d’analyser in vitro, sur des cultures primaires d’HAEC 

comment les effets intracellulaires spécifiques de la PCa modifient les cascades de 

signalisation induites par le TNF-α, et quelles sont les interconnexions entre ces 2 voies de 

signalisations induites. L’impact respectif des récepteurs EPCR et PAR est également 

investigué. 

 

III. A. 2)  Matériels et Méthodes 

 

Des cultures primaires de cellules endothéliales (HAEC) ont été utilisées pour des 

analyses in vitro (cf supra). Ces cellules étaient cultivées à des passages cellulaires entre P2 et 
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P5, jusqu’à confluence, et éventuellement activées par du TNF-α et/ou traitées par de la PCa. 

Des HUVEC pour les techniques de transfection pouvaient être utilisées. 

Des agonistes PAR pouvaient être utilisés ainsi que des inhibiteurs de NF-κB, des 

inhibiteurs de ERK, des anticorps bloquants EPCR ou PAR. 

Les analyses d’expression protéiques étaient réalisées par Western blot , FACS et kits 

ELISA. 

Des techniques de biologie moléculaire étaient également utilisées, avec notamment des 

techniques de transfection et d’analyses de « gènes reporter » pour VCAM-1, NF-κB. Des 

analyses de l’ARN étaient réalisée par RT-PCR et PCR quantitative, pour le gène de VCAM-

1. Enfin ont été utilisées des techniques d’extinction de l’expression par « short interfering 

RNA » (SiRNA) pour les récepteurs PAR-1 et EPCR. 

 

III. A. 3)  Résultats 

 

III. A. 3. a) Modulation des molécules d’adhésion par la 

PCa 

 

Un pré traitement par PCa diminuait l’expression de 25 à 40% des protéines d’adhésion 

(VCAM-1, ICAM-1, E-Sel). Cependant, les CE traitées seules par la PCa montraient une 

surexpression significative (mais plus faible qu’avec du TNF-α seul) de VCAM-1 et E-Sel. 

Cette régulation de VCAM-1 par la PCa était concentration dépendante, significative dès 

0.5µg/ml de PCa et maximale après 8 heures de traitement par PCa. Cette surexpression 

protéique de VCAM-1 était démontrée corrélée à une activation de la transcription du gène 

VCAM-1. 

 

 

III. A. 3. b) La voie non canonique de NF-κB pivot de la 

régulation de VCAM-1 par la PCa 

 

NF-κB étant très impliqué dans l’activation de VCAM-1 par le TNF-α, l’hypothèse 

d’une même implication dans « l’activation » par la PCa a été évaluée. 
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L’utilisation d’inhibiteurs spécifiques de NF-κB confirmait l’impact de cette voie dans la 

régulation de VCAM-1 par le TNF-α et/ou par la PCa. Les inhibiteurs de p38-MAP kinases 

eux restaient sans effet. 

L’activation par le TNF-α seul entrainait une phospshorylation précoce de p65-NFκB et 

de IκBα, avec dégradation de IκBα. L’activation par la PCa seule entrainait une 

phosphorylation moins intense, plus tardive de p65-NFκB sans action sur IκBα. Ces 2 

traitements (par PCa et TNF-α) entrainaient une expression du gène promoteur pour NFκB 

(moins intense pour la PCa). De plus, la PCa inhibait la phosphorylation de p65-NFκB induite 

par le TNF-α. 

La PCa seule activait  essentiellement la voie alternative non canonique avec induction 

transitoire et précoce de TRAF-2, NIK et IKKα/β suivie d’une d’induction plus tardive de 

p65-NFκB et de ses formes phosphorylées. 

La PCa sur exprimait TRAF-2 (TNF Receptor Associated Factor-2) et les formes 

phosphorylées de p65-NFκB sans passer par la voie IκBα. 

 

 

III. A. 3. c) ERK 1/2 activée par la PCa comme signal anti 

inflammatoire 

 

L’analyse concomitante des voies des MAP kinases, Akt et NF-κB était réalisée sur des 

cellules au repos, activées par PCa seule, TNF-α seule et ces deux traitements. Ces résultats 

montraient que la PCa seule avait un effet intense et prolongé de phosphorylation des MAP 

kinases (notamment de ERK1/2) ainsi que sur la phosphorylation de Akt. 

Au cours de l’activation TNF-α, un pré  traitement par PCa (activant ERK1/2) agissait 

comme un signal anti inflammatoire avec une nette phosphorylation de ERK1/2, une 

phosphorylation de Akt sans induction de la voie NF-κB. Cette contribution significative de 

ERK était confirmée aussi par la « sur-induction » de VCAM-1 lors d’un traitement TNF-

APC en présence d’inhibiteurs spécifiques de ERK qui jouaient le rôle « d’inhibiteurs du 

signal anti inflammatoire ». 
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III. A. 3. d) Rôle respectif de PAR-1 et EPCR dans le signal 

de la PCa pour induire VCAM-1 

 

L’objectif était alors de définir le rôle respectif de PAR-1 (bien connu pour son rôle dans 

l’effet protecteur de la PCa) et de l’EPCR dans l’effet de la PCa sur l’activation de ERK et la 

régulation de VCAM-1. 

Tout d’abord, PAR-1 grâce à l’utilisation d’agoniste a été démontré comme ayant une 

action similaire à celle de la PCa sur l’induction de VCAM-1. 

Des anticorps bloquant EPCR et/ou PAR-1 ont montré l’extinction de cette induction de 

VCAM-1 par la PCa. 

De plus, l’extinction de l’expression de PAR-1 et/ou d’EPCR par des Si-RNAs a 

démontré le rôle équivalent de ces 2 récepteurs pour l’induction de VCAM-1 par la PCa, sans 

effet additif. Cet effet via ces 2 récepteurs a été confirmé passant par l’induction du « signal 

ERK1/2 ». 

Ces analyses ont été confirmées en utilisant des cellules non endothéliales, soit 

exprimant EPCR sans exprimer PAR-1 (cellules Hela, lignée immortelle de cellules 

cancéreuses), soit exprimant PAR-1 sans exprimer EPCR (Cellules Jurkat, lignée 

immortalisée de lymphocytes T). Là encore, les résultats étaient cohérents. 

 

III. A. 4)  Conclusions 

 

En conclusion et en résumé, ces différentes données confirmaient la protection cellulaire 

induite par la PCa durant l’inflammation des CE, et démontraient l’existence d’une 

signalisation spécifique induite par la PCa, qui diminuait les effets intracellulaires induits par 

le TNF-α. Ces travaux démontraient que la PCa enclenchait des interactions et des réactions 

croisées impliquant l’EPCR, les MAP kinases dont ERK1/2 et la voie non canonique NF-κB. 

 

III. B)  Publication 

 

Cet article a été accepté en Janvier 2011 pour publication dans American Journal of 

Physiology : Cell Physiology 
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III. C)  Manuscrit 
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III. D)  Résultats additionnels 

Certains résultats n’ont pu être montrés dans cet article (« data not shown »). 

 

III. D. 1)  Induction des molécules d’adhésion par la PCa 

 
Gene profiling and quantitative validation by realtime PCR. (A) Profiling of gene expression on ECs 

was performed using the TaqMan® Array Human Immune Gene Signature arrays (Applied Biosystems, CA, 
USA), microfluidic cards designed to performed series of qRT-PCR simultaneously. Total RNA was reverse-
transcribed and quantified using an Applied Biosystems 7900 HT Real-Time PCR system according to 
manufacturer’s recommendations. (B) Single-well qPCR analysis was conducted to validate the regulation of the 
selected transcripts (ICAM-1, E-selectin, IL-8) and the normalized expression level was then calculated as 
log2|2-∆Ct|. Each experiment was conducted in duplicate. 

Figure 31 : Régulation des gènes induite par TNF et PCa 

 

Ce travail montrait que la PCa, seule, pour traiter des CE en culture induisait une 

surexpression (moins intense que pour le TNF-α) des protéines d’adhésion comme VCAM-1, 

E-Selectine et ICAM-1 (figures 1 et 2 de l’article). L’article affirmait au travers des Figures 2 



 

 TRAVAUX, RESULTATS ET PUBLICATIONS      - 137 

et 3 que cette surexpression était liée essentiellement à une activité transcriptionnelle des 

gènes codant pour VCAM-1. 

 

Une analyse de profil de régulation de 96 gènes simultanément (« profil 

immunologique ») par RT-PCT quantitative (Taqman° Low Density Array, Applied 

Biosystème) était réalisée sous traitement par TNF-α ou par PCa (Figure 31A). Pour les 

gènes transcrits pour les quels une régulation était détectée, une validation par PCR 

quantitative classique était réalisée (Figure 31B). Ces résultats montrent que la PCa, seule, 

certes de manière nettement moins intense que le TNF-α, induit une augmentation 

transcriptionnelle significative pour E-Sel, ICAM-1 et aussi IL-8. 

Les autres données du profil de régulation des gènes induits par PCa n’ont pas encore été 

exploités plus finement. 

 

 

III. D. 2)  Régulation de VCAM-1 par PCa via les voies NF-kB, 

et MAPk 
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Implication of NFκBand MAPkinase pathway in the regulatory action of APC. (A) Western blot analysis of 
APC-mediated VCAM-1 expression after inhibition of the NFκB pathway using PDTC. A concentration-
response of inhibitor is shown. (B) Absence of effect of p38 MAPK blocking with SB203580 (C) ERK regulates 
the modulation of VCAM-1 expression triggered by APC in EC. EC were treated with APC and were pre-
incubated with ERK inhibitors 1h before treatment.  

Figure 32 : Induction de VCAM-1 par PCa, Implication des voies MAP Kinases et NK-kB 
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Au sujet du rôle des voies NF-ĸB et ERK au cours de l’induction de VCAM-1 par la PCa 

décrites dans l’article (Figures 1 et 2 de l’article), la Figure 32 complète les données. La 

démonstration est faite que la voie NF-ĸB est primordiale dans cet effet, en utilisant le PDTC, 

inhibiteur spécifique de cette voie, qui éteint l’induction de VCAM-1 induite par la PCa 

(Figure 32A, rappel de la figure 4A). 

Cet effet est indépendant d’une intervention de p38-MAP kinase, car un de ses 

inhibiteurs spécifiques , SB203580,  reste sans effet (Figure 32B). 

Par contre, la contribution de ERK 1/2 sur la régulation de VCAM-1 par la PCa est 

démontrée en utilisant des inhibiteurs spécifiques comme PD98059. Cet inhibiteur a pour 

effet d’augmenter l’induction de VCAM-1 par la PCa, la démonstration étant faite sur des 

analyses par FACS (Figure 7 de l’article). La Figure 32C confirme ces données par Western 

Blot. 
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Partie  6] DISCUSSION & PERSPECTIVES 

 

Depuis près d’une vingtaine d’années, la prise en charge des patients avec un sepsis 

sévère est devenue un enjeu, un enjeu médical compte tenu de l’incidence de ce syndrome et 

sa gravité, et aussi un enjeu de recherche médicale et scientifique. Le système de la protéine 

C/Protéine C activée est un des centres d’intérêts majeurs dans ce domaine. En effet, 

l’activation de la coagulation a montré depuis longtemps son importance et son intrication 

avec les phénomènes inflammatoires liés au sepsis. Les systèmes anticoagulants, pour contre 

balancer cet état pro coagulant, ont été considérés dans les voies de recherche. Mais 

finalement, seul le système de la protéine C a montré des résultats cliniques encourageants 

pour améliorer la prise en charge des patients graves en choc septique.  

 

De ce fait, les travaux  sur l’axe PC/PCa se sont multipliés cette dernière décennie ; nous 

avons essayé d’y participer et de travailler dans 2 axes  : 

- Continuer d’explorer le système PC/PCa et ses acteurs 

- Analyser les mécanismes d’actions (notamment cellulaires) de la PCa 

recombinée humaine disponible en thérapeutique, en dehors de ses effets 

anti coagulants. 

 

 

I)  EPCR : acteur et marqueur de l’inflammation 

 

L’EPCR a montré qu’il était un acteur important dans la voie de la protéine C par son 

rôle de cofacteur d’activation . Il joue donc un rôle majeur pour l’anti coagulation mais aussi 

dans la protection contre le sepsis (Taylor, 2000; Taylor, 2001). Ce récepteur se caractérise 

par la présence concomitante d’une forme membranaire et d’une forme soluble circulante. Le 

rôle exact joué par cette protéine au cours du sepsis sévère reste toujours difficile à analyser. 

Les travaux sur la forme membranaire de l’EPCR et ses effets cyto protecteurs en association 

avec le récepteur PAR-1 semblent conforter sa place de médiateur de l’inflammation. Par 

contre, la compréhension du rôle exact de sa forme circulante au cours du sepsis est encore 

relativement pauvre.  
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Un des points qui permettra d’avancer est une meilleure compréhension de la régulation 

respective de ses 2 formes in vivo. Chez le malade en sepsis sévère, les données sont 

contradictoires et difficiles d’interprétation. A l’admission, (en général 24 heures au plus 

après la défaillance viscérale), les taux d’EPCR peuvent être augmentés (Kurosawa, 1998; 

Liaw, 2004), diminués (Borgel, 2007), ou à des niveaux similaires (Faust, 2001) par rapport à 

des volontaires sains. Notre série non plus, n’a pas mis en évidence de différence significative 

entre les patients septiques et les volontaires sains (Intensive Care Medicine, sous presse). 

Plusieurs hypothèses peuvent être émises pour expliquer ces discordances. Tout d’abord, pour 

la plupart de ces travaux, nous ne disposons que de données ponctuelles, à l’admission. Le 

sepsis est un processus complexe dynamique, tout comme celui de la coagulation ou des 

cytokines, qui rend difficile les analyses à un temps donné.  

De plus, les taux d’EPCR circulants, nos travaux l’ont montré ou confirmé, sont 

influencés au moins par le genre sexuel et l’haplotype A3. Les travaux à venir devront 

prendre en compte ces éléments de manière formelle pour analyser des cohortes de 

volontaires sains et/ou de malades. 

 

Intérêt d’une étude cinétique : 

 

Il semble plus intéressant d’analyser un processus dynamique durant quelques heures ou 

quelques jours à la phase initiale. D’ailleurs, cette approche est généralement usitée pour les 

grands essais cliniques sur le sepsis. Pour Prowess, les taux d’EPCR solubles n’étaient pas 

disponibles, ils le seront pour la nouvelle étude en cours sur la PCa recombinante dans le 

sepsis sévère (Prowess shock). Cette approche par analyse des cinétiques des taux d’EPCR 

pendant les 5 premiers jours du sepsis, pour notre cohorte, a permis de montrer que cette 

molécule soluble était très faiblement régulée et dépendait surtout des taux initiaux. Ces 

données ont été confirmées in vitro, avec des mesures d’EPCR solubles dans les surnageants 

qui semblent finalement peu influencées par l’activation endothéliale. Cette approche 

« cinétique » a permis de démontrer que par contre, les patients décédés avaient un profil 

particulier, avec une surexpression significative de l’EPCR au 2ème jour. Ce taux mesuré à J2 

ressortait comme un facteur indépendant, associé à un pronostic vital péjoratif au 28ème jour. 

Ces résultats nécessiteraient tout d’abord une confirmation sur une autre cohorte, de plus 

grande envergure. L’analyse du génotype et notamment de l’haplotype A3, non disponible 

dans notre série aurait permis une interprétation plus fine. Cependant ; l’analyse statistique 

telle qu’elle a été réalisée permettait de rechercher les facteurs influençant le niveau global de 
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la cinétique ainsi que l’allure (les variations) de la cinétique au fil des jours, et ce, 

indépendamment du taux initial (potentiellement influencé par l’haplotype). Enfin, une plus 

grande cohorte permettrait de juger de l’influence des thérapeutiques (entre autres la PCa) sur 

ces taux d’EPCR et les autres acteurs . 

 

Ces résultats nécessitent également la poursuite des investigations biologiques plus 

profondes. En effet il semble utile d’approfondir les travaux de recherche sur cette phase de 

J1 à J2 qui permet, avec une bonne spécificité, de discerner les futurs survivants de ceux qui 

décèderont du sepsis. Il est ainsi envisagé sur la sérothèque constituée ou sur d’autres travaux, 

d’isoler ces patients avec cette cinétique particulière, et de tracer entre autres, des profils 

sériques inflammatoires.  

 

Ce taux à J2, même s’il est bien significativement corrélé à la mortalité à J28, peut pour 

l’heure difficilement être utilisé comme un outil pronostique. D’abord, le dosage de l’EPCR 

n’est bien sur pas disponible en routine. Ensuite c’est le dosage à J2 et la variation entre J1 et 

J2 qui sont discriminants. Or, l’intérêt d’un marqueur pronostique est sa précocité. Cette 

élévation à J2 doit plutôt être interprétée comme un marqueur de dysfonction endothéliale et 

mérite des explorations physiopathologiques complémentaires. 

 

Intérêt d’une étude in vivo concomitante des formes membranaires et solubles  

 

La régulation de l’EPCR soluble est complexe et n’est pas exclusivement liée au clivage 

par les métallo protéases. Nos travaux sur la cinétique le montrent, de façon surprenante, 

l’EPCR est faiblement régulée dans le sang. Mais qu’en est-il de la forme membranaire ? Pour 

l’instant, seul notre travail sur notre banque cellulaire analyse cette double régulation in vitro 

ainsi que les taux sanguins associés et confirme que la régulation des formes solubles est 

assez faible, par opposition aux formes membranaires significativement « sous régulées » par 

l’inflammation endothéliale. Cette régulation des formes membranaires et solubles de l’EPCR 

mérite d’être mieux explorée in vivo. A notre connaissance, seul une équipe a pour l’instant 

publié ce travail observationnel descriptif d’analyse de taux sanguins d’EPCR (entre autres) 

associés à des marquages immunohistochimiques de biopsies cutanées de zones purpuriques 

(Figure 22) pour des enfants atteints de méningococcémies (Faust, 2001). Les travaux à venir 

devront envisager une analyse plus fine concomitante des cinétiques des taux d’EPCR en 

même temps que des analyses des formes membranaires à la paroi des vaisseaux notamment. 
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Il semble que des travaux soient actuellement en cours. Le principe des biopsies cutanées est 

bien sur le plus aisé à obtenir pour ces malades septiques graves, poly pathologiques et 

présentant le plus souvent des troubles de la coagulation contre indiquant des biopsies 

profondes. Dans d’autres pathologies où l’inflammation et l’hémostase sont très liées et les 

biopsies tissulaires profondes (rénales…) fréquentes, comme la greffe rénale et son rejet, ou 

les maladies inflammatoires touchant le rein (lupus, Maladie de Wegener….), des analyses 

tissulaire seraient plus faciles à obtenir. 

 

Enfin, le genre masculin semble influencer des taux de base d’EPCR solubles circulants 

plus élevés Ces résultats sont confirmés sur nos cohortes de volontaires sains et de malades 

septiques. Cette différence semble cumulative avec celle induite par l’haplotype A3 et ne 

semble exister que in vivo. Ce point nécessite des explorations complémentaires pour 

expliquer les mécanismes qui influencent la corrélation entre le sexe et les taux circulants 

d’EPCR. De plus, ce point met en exergue la complexité de la régulation de l’EPCR, au 

niveau de la CE (régulation par clivage, régulation transcriptionnelle) et la possible régulation 

par d’autres types cellulaires. 

 

Intérêt de la bio collection  

 

L’équipe de recherche est à la tête d’une bio collection unique qui ne cesse de s’étoffer. 

En effet, dans cet institut qui fait référence dans le domaine de la transplantation rénale, le 

moment du don d’organe est l’occasion d’un prélèvement sanguin ainsi que d’un morceau de 

vaisseau de bon calibre (recoupe chirurgicale) pour la mise en culture des CE. Ceci permet 

donc pour chaque type cellulaire d’HAEC cultivé, de bénéficier d’un panel de données 

biologiques qui concernent l’expression protéique sanguine chez le donneur, l’accès au 

génome, ainsi que l’expression à la cellule endothéliale cultivée in vitro. De plus, pour une 

bonne partie de cette collection, on peut bénéficier du suivi (clinique et biologique) et de 

prélèvements sanguins pour le ou les receveurs. Il faut considérer que la cohorte de donneurs 

est une cohorte mélangée de volontaires « sains » avant le prélèvement d’organes, victime 

d’accidents circonstanciels et de patients « pathologiques » en particulier victimes d’accidents 

vasculaires cérébraux thrombo emboliques et/ou hémorragiques. Cette bio collection, qui 

concerne actuellement près de 100 types cellulaires, doit continuer d’être analysée et 

valorisée. Elle doit permettre de mettre en évidence d’éventuels autres marqueurs associés de 
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la dysfonction endothéliale et permettre aussi de mieux comprendre la régulation des 

protéines complexes comme l’EPCR. 

 

 

Au total, l’EPCR est un acteur important du couple hémostase/inflammation. Nos 

travaux ont montré qu’il pouvait être aussi un marqueur de la dysfonction endothéliale. 

 

II)  Analyse des mécanismes d’action de la PCa 

 

Il existe maintenant de nombreux arguments pour penser que la PCa a des effets anti 

inflammatoires indépendants des effets anticoagulants.  

 

Même si les travaux se multiplient, les mécanismes d’action cyto protecteurs de la PCa 

doivent encore mieux explicités.  

De nombreux éléments restent contradictoires. Parmi ceux-ci, le rôle respectif et l’inter 

dépendance entre les récepteurs PAR et EPCR restent discutés (Bae, 2007; Rezaie, 2010). 

Nous avons montré que les effets de la PCa in vitro sur la CE endothéliale activée ou non, 

étaient des mécanismes complexes, qui font inter agir les principales voies de signalisation 

intercellulaires incluant les récepteurs PAR et les protéines G, les voies de signalisation 

induite par le TNF-α, les voies PI-3 kinases Akt, les voies MAP kinases (en particulier ERK 

1/2) et la voie NF-kB. Pour la première fois, nous avons motré que la PCa induit un signal 

précoce d’induction de ERK 1/2 qui a un effet paradoxal anti inflammatoire lors de 

l’activation par le TNF-α faisant diminuer l’induction des molécules d’adhésion (VCAM-1). 

Dans nos travaux, ces effets étaient dépendants de PAR et EPCR.  

 

Ces MAP kinases sont des voies de signalisations complexes, pleïotropiques, impliquées 

lors de l’activation PCa/PAR/EPCR dans l’inflammation mais aussi la migration, la 

prolifération, l’angiogénèse laissant présager d’autres centres d’intérêts possibles comme la 

cancérologie (Uchiba, 2004; Beaulieu, 2007).  

 

Un autre point complexe qui doit encore être mieux investigué, est l’interaction 

thrombine/PCa. Du point de vue de l’anti coagulation, on sait que la thrombine active la PC, 

qui en contre régulation inhibe les cofacteurs de la coagulation FV et FVIII et donc diminue la 
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synthèse de thrombine. Cet effet indirect diminue une partie de l’effet pro inflammatoire 

induit par la thrombine elle-même.  

Cependant, une bonne partie des effets pro inflammatoires de la thrombine sont initiés 

par la fixation et le clivage du récepteur PAR (en particulier PAR-1), le même qui peut être 

activé par la PCa. Il y a donc un effet paradoxal de ces 2 protéines sur le même récepteur, 

induisant des mécanismes de signalisation différents (Rezaie, 2010). Cet effet paradoxal sur le 

récepteur PAR est mal compris. La plupart des expériences in vitro publiées ou décrites 

(comme dans nos travaux) ont été réalisés avec une activation par le TNF-α ou le LPS et en 

absence de thrombine (voire sous Hirudine). 

 

De plus, pour la plupart des travaux publiés sur les effets intra cellulaires de la PCa 

comme dans les nôtres, ces expériences in vitro sont réalisées avec des concentrations élevés, 

supra thérapeutiques de PCa recombinée (généralement de 0.5 à 50 µg/ml) (Uchiba, 2004; 

Ludeman, 2005). Il est à rappeler que les taux mesurés dans « Prowess study », étaient en 

moyenne proches de 50 ng/ml, que 75% des patients avaient des taux inférieurs à 60 ng/ml 

(Macias, 2002). Ces taux in vitro permettent de démasquer et d’analyser les éventuels 

mécanismes d’action mais leur pertinence reste discutable.  

 

 

III)  Existe-t-il un avenir pour les traitements anti coagulants ? 

 

Après les échecs des autres traitements anti coagulants dans le sepsis (AT-III , TFPI), la 

PCa recombinée humaine (Drotrecogin alpha, Xigris°, Lilly Eli) pour ses propriétés anti 

coagulantes, pro fibrinolytiques et anti inflammatoire avait montré une amélioration 

potentielle dans le pronostic vital au cours du choc septique. Même si ce n’est pas l’objet de 

ce travail d’analyser toutes ces données (Altaweel, 2009), ces résultats cliniques ont été 

controversés. Un des points de controverse est bien sur la pertinence des effets protecteurs 

face à l’importance des effets anti coagulants, et donc des incidents hémorragiques 

(Eichacker, 2007).  

 

Actuellement, réalisée à la demande des autorités sanitaires et du médicament, se déroule 

une nouvelle étude contrôlée randomisée (Prowess-shock) pour des patients adultes sévères 

(choc septique avec au moins 2 défaillances viscérale). Cette étude devrait se terminer dans 
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les mois qui viennent après plus de 1000 inclusions. Cette étude sera extrêmement 

intéressante pour les analyses ancillaires qui sont prévues, pour mieux appréhender in vivo les 

mécanismes d’action de la PCa. Mais ce sont bien sur les résultats principaux de cette étude 

qui sont attendus, sur la balance bénéfice (amélioration de la survie ?) / risques (accidents 

hémorragiques ?). En cas de nouvel échec de cet essai thérapeutique, cela sonnerait 

probablement le glas de cette molécule quant à son utilisation en pratique courante dans le 

sepsis sévère. 

 

Quels que soient les résultats de cet essai, il faudrait poursuivre ces travaux qui 

permettent de caractériser les effets cellulaires de la PCa, afin d’identifier d’éventuelles 

nouvelles cibles thérapeutiques peut-être plus fines et moins impliquées dans la coagulation. 

 

 

Une autre voie de recherche est l’utilisation des protéines PCa sous forme de variants, 

dénuées des propriétés anti coagulantes mais qui préservent ses propriétés anti 

inflammatoires. Les études in vitro et animales montrent des résultats encourageants dans le 

choc endotoxinique (Mosnier, 2004; Kerschen, 2007; Mosnier, 2007). 

 

 

 

IV)  L’axe PCa/EPCR : Extension vers d’autres pathologies  

 

Cette voie PCa/ EPCR/PAR est impliquée dans la plupart des pathologies où sont 

intriquées au sens large inflammation et activation de l’hémostase.   

 

Une des pistes de travail envisagées concerne l’orage inflammatoire provoqué par le 

syndrome ischémie-reperfusion, locale ou général.  

En effet, l’ischémie-reperfusion « localisée » est un problème majeur dans le cadre de la 

transplantation d’organe. Ce syndrôme est alors à l’origine de phénomènes inflammatoires 

locaux très intriqués avec l’hémostase (Contreras, 2004; Turunen, 2005; Keven, 2010). Ce 

syndrome est aussi décrit pour le malade coronarien. 

Quant au syndrome d’ischémie reperfusion « général », il concerne le plus souvent la 

prise en charge des suites d’un arrêt cardio-circulatoire ressuscité. Ce syndrome est à l’origine 
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d’un orage inflammatoire qui peut aboutir également à la défaillance multiviscérale. Cette 

pathologie intéresse de beaucoup les services de Réanimation et la recherche dans le domaine, 

par le nombre de patients concernés et par sa gravité. Des projets sont envisagés pour 

caractériser la dysfonction endothéliale et notamment l’EPCR dans cette pathologie 

 

D’autres voies de recherche peuvent être envisagées, comme dans les pathologies 

inflammatoires type vascularite, telles que lupus (Kurosawa, 1998), maladie de Wegener 

(Boomsma, 2002), comme dans la maladie carcinologique (Bezuhly, 2009), comme dans la 

protection neuronale (Cheng, 2003) ou encore dans la néphropathie diabétique (Isermann, 

2007). 
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CONCLUSION 

 

 

Le nombre considérable des publications récentes en recherche clinique et/ou 

fondamentale sur la thématique de la protéine C activée et de son récepteur EPCR au cours de 

l’inflammation induite par le sepsis, montre l’importance de cette voie pour la compréhension 

physiopathologique ainsi que pour l’amélioration des thérapeutiques dans la prise en charge 

du sepsis sévère et du choc septique. 

 

 

Ces travaux de thèse ont d’abord permis de mieux décrire la régulation des formes 

membranaires et solubles de l’EPCR.  

Nous avons montré que la régulation des formes membranaires était peu liée à la 

régulation des formes solubles, et que le sexe masculin était un facteur important influençant 

(en plus de l’haplotype A3) les taux circulants d’EPCR. 

Nous avons démontré que l’EPCR circulant à la phase initiale du choc septique était 

faiblement régulé, mais pouvait être un marqueur de mauvais pronostic lorsqu’une 

augmentation significative était notée au 2ème jour de prise en charge.  

 

 

Enfin, nos travaux sur les effets intra cellulaires de protéine C activée sur l’endothélium 

ont permis de mieux décrire les voies de signalisation induites. La protéine C activée a montré 

un effet protecteur quant à la synthèse des protéines d’adhésion (VCAM-1) induites par le 

TNF-α. Cet effet, dépendant de PAR-1 et EPCR, est induit par une activation précoce et 

paradoxale des MAP kinases (ERK1/2) et implique des réactions croisées entre les principales 

voies induites habituellement par le TNF- α (NF-ĸB, Aĸt, MAP kinases). 
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Activation endothéliale et sepsis : Régulation du récepteur endothélial de la protéine C 

et Mécanismes d'action de la protéine C activée 

L’interaction entre les voies de la coagulation et de l’inflammation est essentielle dans les états infectieux graves. 

Le système de la protéine C (PC) joue un rôle majeur. Le Récepteur Endothélial de la Protéine C (EPCR), à la 

surface de la cellule endothéliale (CE) agit comme cofacteur d’activation de la PC par le complexe thrombine-

thrombomoduline. La PC activée (PCa) a une activité anticoagulante, anti-apoptotique et anti-inflammatoire. 

L’EPCR est exprimée sous forme d’une protéine transmembranaire à la surface des CE (mEPCR) mais aussi 

sous forme soluble (sEPCR). 

Ce travail analyse les mécanismes de la régulation concomitante des formes membranaires et solubles de l’EPCR 

au cours de l’inflammation endothéliale. Nous montrons que l’expression de mEPCR est clairement diminuée 

sans modifier le relargage de sEPCR au cours de l’activation des CE. Il n’existe pas de corrélation entre 

l’expression cellulaire et les taux circulants d’EPCR. Le sexe masculin est démontré comme un autre facteur (en 

plus de l’haplotype A3) associé à des taux circulants élevés d’EPCR et peut-être influençant la régulation 

d’EPCR au cours de l’inflammation. 

De plus, ce travail analyse la régulation de sEPCR dans le sang au cours du sepsis sévère sur une cohorte de 40 

patients. La cinétique de l’EPCR ne subit que de faibles variations mais est clairement influencée par la survie à 

28 jours. Une augmentation au 2éme jour des taux circulants de sEPCR est associée à un mauvais pronostic. 

Enfin, ce travail démontre l’effet protecteur des réactions croisées entre les voies de signalisation induites par la 

PCa et le TNF dans les CE, via l’implication d’EPCR, de NF-kB et des MAP kinases (ERK1/2). 

Mots clés : Sepsis, Cellules endothéliales, Inflammation, Coagulation, Récepteur endothélial de la protéine C, 

Protéine C activée, Sexe, Survie 

 

 

Endothelial activation and sepsis : Regulation of Endothelial Protein C Receptor and 

mechanisms of action of activated Protein C 

The interaction between coagulation pathways and  inflammation is essential during severe sepsis. The Protein C 

(PC) system plays a major role. The Endothelial Protein C Receptor (EPCR), on endothelial cell (CE) surface 

acts as cofactor of activation of PC by thrombin-thrombomodulin complex. Activated PC (PCa) has 

anticoagulant, antiapoptotic and anti-inflammatory activities. EPCR is expressed as transmembranous protein 

(mEPCR) on EC surfaces but also as soluble form (sEPCR). 

This work analyses the mechanisms of concomitant regulation of both membranous and soluble forms of EPCR 

during endothelial activation. We show that mEPCR expression is clearly down-regulated without modifying 

sEPCR cleavage during CE activation. There is no correlation between cellular expression and circulating levels 

of EPCR. Male gender is demonstrated to be an other parameter (with haplotype A3) associated with elevated 

circulating EPCR levels and perhaps contributing to EPCR regulation during inflammation. 

In addition, this works analyses the regulation of sEPCR in blood during severe sepsis in a cohort of 40 patients. 

EPCR kinetic profile is almost stable but is clearly influenced by Day 28 outcome. An increase of sEPCR 

circulating levels at Day2 is associated with poor outcome. 

Last, we demonstrate the protective cross talk between activated protein C and TNF signalling in vascular CE 

and the implication of EPCR, NF-kB and MAP kinases (ERK1/2). 

Key words : Sepsis, Endothelial cells, Inflammation, Coagulation, Endothelial Protein C Receptor, Activated 

Protein C, gender, Survival 

 


