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AVANT PROPOS

Le sepsis sévere, syndrome infectieux avec défala’organe, est un probléme majeur
de santé publique. En effet, ce syndrome se caiset@ar sa forte incidence dans la
population générale (et qui ne cesse d’augmentalirtout par son importante morbidité et
mortalité. Il concerne de pres le réanimateur n&djai est amené le plus souvent a prendre
en charge ces patients, avec un taux de mortalitéanimation qui diminue progressivement
mais qui reste encore élevé (environ 30%). Grdeer@cherche clinique, la prise en charge a
essentiellement progressé ces derniéres décenmd&arstibiothérapie, sur la rapidité, sur
l'intensité des soins, et sur la suppléance deslgfces viscérales. La recherche a également
permis d’améliorer la compréhension physiopathgjogide ce syndrome face a I'agression
infectieuse et des réactions biologiques qu’eltkiin L'agent infectieux quel qu’il soit, induit
une réaction inflammatoire dont la cellule endatiél est le pivot. Cette activation
endothéliale et le cortéege de réactions inflammeasoisont fortement intriqués avec

I’'hnémostase.

Au cours de la transplantation d’organe solide cemlen transplantation rénale par
exemple, I'endothélium est a l'interface entre Bng circulant du receveur et I'organe
transplanté et, est la aussi au cceur de la réagtioma éventuellement déclencher le rejet
(notamment aigu). Cette réaction de rejet passeuparactivation endothéliale tout a fait
proche de celle du sepsis et associée la aussitaodibles de 'hémostase (Keven, 2010).

Ces syndromes que ce soit infectieux ou de re@gedhe transplanté se retrouvent sous
I'entité dysfonction endothéliale pour laquelleréeherche reste un enjeu important, pour en

améliorer la compréhension et les thérapeutiques.

Il existait une logique a ce que se mette en ptEerojet de recherche orienté sur
I'activation endothéliale au cours de l'inflammatiet notamment du sepsis) dans une équipe
de recherche dont la thématique est I'activatiothoéméliale et ses marqueurs (au cours de la
transplantation d’organe).
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Partie 1] INTRODUCTION GENERALE

[) L’endothélium

I. A)  Description générale

L’endothélium vasculaire est un tapis monocoucmei-germéable de cellules tapissant
l'intérieur de tous les vaisseaux sanguins, luifé@nt une position tout a fait particuliére
entre le sang et la paroi vasculaire, puis lesugigfigure 1). Sa simple description
morphologique le rapproche d’'un organe a part ené@ec un nombre de cellules estimé a
plus de 16? éléments, une surface globale estimée a plus @@ B@ (la valeur de 6 terrains
de football) et un poids d’environ 1.5kg (Ait-Ou&el2010).

Endothélium \

Limitante élastique
interne

Intima

Media

Limitante élastique Adventice

externe

Figure 1 : Endothélium au sein de la structure du &isseau sanguin

I.B)  Description histologique

Ces cellules endothéliales (CE) ont une morpholggidiculiere. Ce sont des pavés
aplatis et allongeés, relativement jointifs de 1 ard d’épaisseur, 100 um de long par 10 pm
de large. Le tapis endothélial, reposant sur la bmane basale, est constitué comme une
mosaique de cellules en losange dont le plus gexed est orienté dans le sens de la

circulation sanguineFigure 2).
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Figure 2 : Tapis cellulaire endothélial

Le tapis cellulaire est recouvert par une finerés tfragile interface : le glycocalyx.
Celui-ci correspond a une couche de glycoprotéidesglycosaminoglycanes (GAG) et de
protéoglycanes chargée négativement qui limitedsspge des grosses molécules dont les
lipoprotéines, et les protéines plasmatiques (Reit2007). Parmi les GAG, sont concernés
notamment I’heparane sulfate et le dermatane sulfabférant a I'endothélium des propriétés
anticoagulantes. Il existe par contre des petimass intercellulaires (20 nm) permettant le
passage d’eau et des petites molécules. Ces espaeesellulaires sont parsemeés de
complexes protéiques assurant les jonctions ebtanmwnication entre les différentes CE
(«gap-junctiom).

Ce tapis cellulaire repose sur une membrane basalee matrice riche en facteurs pro
coagulants.

Les CE font donc linterface entre un contenu ngitast anti coagulation et un

environnement prét a activer la coagulation.

Enfin, la constitution des CE, éclairée notammaeartla microscopie électronique et ses
progres, est marquée par la mise en évidence @éslea et des corps de Weibel-Palade. Les
cavéoles assurent la transmission des signaux kayiex cellulaire et les parties basales ou
latérales. Les corps de Weibel-Palade sont desulési denses, assurant le stockage de

protéines telles que le facteur Von Willebrand (W&Fla P selectine (P-Sel).

Il est a noter que les propriétés morphologiquésugonctionnelles et/ou histologiques
décrites invivo sont modifiées lors de cultures cellulaires vitro, notamment par la
disparition de la soumission aux forces de cigadlet. Ces différences fonctionnelles entre in
Vivo et invitro témoignent de la plasticité des CE et doiventi@nc la prudence pour éviter

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

Malgré une origine commune dérivée des cellulesodgsniques, la différenciation
cellulaire a conduit a une tres grande hétérogénisis CE, en fonction du type de vaisseaux
(artere, veine, capillaire, veine ombilicale), emdtion de la taille des vaisseaux (vaisseau
proximal type aortique ou vaisseau distal typerenit@re), et aussi en fonction de I'organe et
des tissus (Aird, 2007; Aird, 2007). Cette hétéragge si 'on considére I'endothélium
comme un organe, devrait conduire a parler nordpeasendotheliummais des €ndothela »
Ces difféerences inter cellulaires peuvent étre mmaiggiques (notamment en fonction de
'exposition aux forces de cisaillement), peuvenhaerner la permeéabilité et les espaces
intercellulaires selon le type de vaisseau et lggarmes impliqgués (endothelium continu ou
fenestré) et sont aussi le plus souvent fonctidemehvec des variations de phénotype
conséquentes (Auerbach, 1985; Turner, 1987; ADA52 Cette hétérogénéité peut concerner

egalement l'intensité des réponses fonctionnellgsséimuli (Aird, 2003).

Cette diversité des CE est donc une diversité dekbaspéces, les organes, les vaisseaux
et leur taille mais aussi selon les individus [eplm molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH)].

Cette hétérogénéité doit la aussi conduire a lalggroe quant a l'interprétation des

résultats expérimentaux.

I. D) Les grandes fonctions physiologiques de I'endothélin

Contrairement aux croyances historiques qui atignt a I'endothélium un simple role
de « contenant » permettant d’apporter oxygéneiteinments aux organes, ce tapis cellulaire
est loin d’étre inerte, compte tenu de ses progsi@hysiques et biologiques (Busse, 2006).
En effet, les CE permettent de maintenir la flddtinguine (hémostase), de réguler le débit
et la pression sanguine (tonus vasculaire), der@entla perméabilité de la paroi vasculaire
(extravasation plasmatique), de réguler l'angiogéneet enfin, d’initier la réponse
inflammatoire notamment par diverses interactiopfiulaires avec les plaquettes et les
leucocytesKigure 3) (Pober, 2007).
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Hémostase (3)

Hémostase primaire Coagulation Fibrinolyse
® Activation : VWF, PGI2 ® Activation : FT ® Activation : tPA, uPA
®|nhibition : NO ®|nhibition: TFPI, EPCR, TM, ®|nhibition : PAI-1
Heparan/Dermatan sulfate

qaop

Inflammation (4) Angiogénese(1)
®Adhésion : E-Sel, VCAM, ®Activation (proangiogénése):
ICAM, PCAM VEGF, Angiopoietine 1 et 2, bFGF,
®Chemokines : MIP-1 et 2, TGF3, PDGF
MCP-1, IL8

Tonus vasculaire (2)

®Constriction : Endotheline ,
Tromboxane A2, PAF, Angiotensine Il

®Dilatation : NO, PGI2

Figure 3 : Grandes fonctions des cellules endothales

l.D. 1) Angiogénése /Vasculogénése

I.D.1.a) Lavasculogénése

La vasculogénése est la constitution et I'orgamisadu réseau vasculaire par les CE au
cours de I'embryogénese.

Les CE sont issues de la différenciation des adluhésodermales en hémangioblastes
qui formeront progressivement les ilots sanguinisnipifs, premiere structure vasculaire
formée. Les hémangioblastes se différencient enarit cellules souches hématopoiétiques
(précurseurs notamment des cellules sanguinedanites) et surtout pour les cellules les plus
périphériques en angioblastes précurseurs des CE.

Sous l'influence de facteurs de croissance (VEGQFGH...), les angioblastes et CE
migrent sur la matrice, s’organisent en tubulesuiasres pour former des plexus vasculaires

qui formeront les vaisseaux embryonnaires (Ris@85)L
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I.D.1.b) L'angiogénése

Par opposition, I'angiogénese ne constitue pasdation d’'un réseau vasculade novo,
mais correspond a la formation de vaisseaux saggsiur un réseau pré existant. Ce
mécanisme est bien sur physiologique au momentéseloppement, lors de la réparation
tissulaire, mais peut également étre impliqué didess processus pathologiques tels que le
développement tumoral.

Le mécanisme principal est celui d’'un bourgeonndrdem nouveau tube vasculaire sur
un vaisseau pré existant, faisant suite a une Vlasaitbn et une dégradation de membrane
basale et de la matrice (Carmeliet, 2005). Ces gssas complexes sont mediés par
I'interaction entre la matrice et divers types wlires [CE, cellules musculaires lisses
(CML), fibroblastes, cellules sanguines] ainsi quas de nombreux facteurs pro et anti-
angiogéniques impliqués (NO, VEGF, PECAM-1, angiefine-1 et -2, bFGF, IGF-1,
PDGF, TGFB...).

I. D. 2) Tonus vasculaire

Le tonus musculaire vasculaire entretenu par lesL@M la média permettent de
maintenir le flux sanguin en régulant le diametneveisseau. A I'état physiologique, le tonus
vasomoteur est a I'état de demi-contraction, pemanetune régulation soit vers la
vasodilatation soit vers la vasoconstriction.

Les CE participent activement a cette régulationtahus sous l'influence de facteurs
meécaniques (forces de cisaillement, tension plé$agit/ou biochimiques issus soit de la
lumiere du vaisseau soit des tissus (FurchgottO19B8es CE produisent et libérent des
substances vasodilatatrices telles que le NO (rrediaonstitutif) ou la prostacycline (PGI2)
ainsi que des substances vasoconstrictrices tgllesl’endotheline, le Platelet Activating
Factor (PAF), la tromboxane A2, et I'angiotensine Ges différents médiateurs ont des
réactions croisées avec d’autres chaines fonctimsneomme I'adhésion plaquettaire pour la

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

Le systeme hémostatique est un systeme compleiggpazonstamment entre ses deux
impératifs, maintenir la fluidité sanguine et é&spable de stopper au moins localement une
hémorragie. Ce systéme implique les cellules saeguicirculantes et notamment les
plaquettes, les facteurs plasmatiques protéiquesfiet la paroi vasculaire.

De par ses qualités physico-chimiques et biochissgliendothélium est en premiére
ligne face au sang circulant pour éviter qu’il iheotnbose (Bombeli, 1997). En effet, en
situation physiologique, I'endothélium participgiaement au maintien du flux sanguin avec
en surface endoluminale des propriétés anti-agtégagt anti-coagulantes. Par contre en
situation pathologique, notamment en cas de |égastulaire, la tendance doit s’inverser
avec la nécessité d’'un état pro-coagulant au mocelement. L'endothélium, en situation
guiescente a donc une tendance anti coagulante @lerle sous endothélium est plutdt pro-

coagulant.

Il est classique de séparer de maniére artificieBgphases de la coagulation en 3 étapes,
I’lhémostase primaire, la coagulation au sens prepeafin la fibrinolyse. Cette séparation est
bien s(r caricaturale car ces 3 étapes ne sorgyzagssives mais plutdt concomitantes, sont
étroitement liées et interdépendantes, mais s@éreintes en durée et surtout en intensité. De
plus limportance respective des ces différents anéxnes est différente selon les
localisations des lésions vasculaires (type de seais artériel ou veineux, taille du

vaisseau...).

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

L’hémostase primaire représente la phase « initiade la coagulation, c’est a dire la
phase de création du thrombus plaquettaire apri&sitan vasculaire. A I'état quiescent , les
CE isolent mécaniquement le sang du sous-endothéémpriment une polarisation négative,
séquestrent le VWF (principal médiateur de I'adbest 'agrégation) en intracellulaire dans
les corps de Weibel-Palade, libérent du NO, de@d2Ret expriment '’ADPase, puissants
vasodilatateurs et anti-agrégarfgyre 4).

En cas de lésion vasculaire, le premier mécanismeemrché est celui de la

vasoconstriction. Le sous endothélium (et sa nmeatriche en collagene) est exposé et le
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facteur VWF est libéré. Une partie de ce facteurwSt libérée dans la circulation mais une
grande proportion est libérée vers la matrice mautier au collagéne sous endothélial et y
favoriser I'adhésion via les récepteurs glycopmpiés, puis I'agrégation plaquettaire

(associée a l'activation plaquettaire).

ATP Platelets
or ADP ~ OQO@

ATPase or ADPase

Figure 4 : Réle des CE dans I'hémostase primaire
D’aprés Pober (Pober Sessa, 2007)

l.D.3.b) Propriétés pro-coagulantes

La coagulation proprement dite aboutit a la forovatde caillots de fibrine aprés
multiples réactions protéolytiques. Apres exprassies facteurs pro coagulants comme le
facteur tissulaire (FT) dans le sous endothéliunsmules plaguettes activées, les protéines
sériques de la coagulation (VII, X, IX, XI et It respectivement et progressivement
activées. Les facteurs (F) V et VIII actives peuvguer dans cette chaine un role de
cofacteur. L'objectif de cette réaction est la gétien de thrombine (Flla) principal acteur
dans la transformation du fibrinogéne en monomeéeedibrine, qui ont pour capacité de
polymériser pour former le caillot, renforcant lerdmbus plaquettaire. La thrombine est
également considérée comme facteur pivot de patusiité d'action, d'une part, d’auto
amplificateur de la réaction coagulante et, d’apta#d, de régulateur par son effet d’activation

des voies anticoagulantes.

Les différentes étapes de la coaqgulation :

Lors de la Iésion vasculaire, le FT est exprimé fe FVII et le rare FVlla spontané. Le

FVII est ainsi activé et s’auto active accélérantdaction. Le complexe FVIla/FT a surtout
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pour effet d’activer soit le FX directement, sast FIX, qui une fois activé lui aussi peut
activer le FX, initiant la coagulation dite de lasegie extrinséque », prédominante. Le FX
ainsi activé peut ainsi former la thrombine (Fllda thrombine a alors pour effet de
poursuivre I'activation plaquettaire (et multicédlie), elle active les facteurs V et VI,
cofacteurs d’activation respectivement du Fll [gaFX et du FX par le FIX. De plus, la
thrombine, active le FXI qui active le FIX, renfarg par cette voie, dite « endogene » la
production de thrombine.

Cette voie endogéene n’est pas que rétroactive,eslieégalement liee a des protéines
telles que le Kininogéne de haut poids moléculéi&elPM) , la prékallikréine (PK) et le
FXII. Ces protéines au contact du vaisseau et notmh du sous-endothélium, s’activent en

cascade avec la encore des mécanismes d’auto-@adpdih notamment par le FXll&igure
5).

IXa

lla
Thrarmbine

Fibrinogéne Fibrine

X —> | Xlla _I

Figure 5: Cascades de la coagulation
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I.D.3.c) Propriétés anti coagulantes

Les propriétés anticoagulantes de I'endothéliumsistant essentiellement a limiter la
génération de thrombine. Pour cette régulation learCE, trois facteurs principaux ou
systemes sont impliquéBigure 6).

0 2- Antiplasmines

Figure 6 : Régulateurs de la coagulation

Tout d’abord, I'antithrombine II{AT-1Il) et & un degré moindre d’autres anticoais

naturels (comme le cofacteur de I'héparine 1l) spatentialisés par les GAG (héparane
sulafates et dermatane sulfates), protéines dwggyix. L’AT-11I inhibe la thrombine (Flla)
et a un degré moindre les facteurs Xa, 1Xa, XI4l&.

Le systeme de la Protéine C (activés) aussi au centre des systemes anti coagulants.

thrombomoduline (TM) est exprimée constitutivemenia surface des CE et peut étre
potentiellement relachée dans la circulation sargguh la surface de la CE, la TM forme un
complexe avec la thrombine pour activer le systélmda protéine C (PC) en protéine C

activée (PCa) qui alors en association avec laéPm@tS (PS) devient un puissant systéme
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anticoagulant par inhibition des facteurs V et dacs VIII. Ce systéme est accéléré par un
cofacteur spécifique, un second récepteur, le RéaefEndothélial de la Protéine C (EPCR)
(cf infra). Ces 2 facteurs Va et Vllla (cofacteuts I'activation des facteurs X et Il) étant
inactivés, la chaine de production de thrombinetionne alors au ralenti.

Enfin, la voie du FTest régulée par son inhibiteur, le systeme du TE®TFPI, fixé sur
les glycosaminoglycanes forme un complexe aveadtelir Xa, le FT, et le facteur Vlla,
bloguant alors I'activité du facteur Vlla vers eetie extrinséque.

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

La fibrinolyse est un phénomeéne physiologique anif cester localisé et qui permet la
lyse du caillot jusqu’a solubilisation pour rétaldk flux sanguin dans le vaisseau. Le réle
central est tenu par la plasmine, enzyme proté@plgtaprés transformation de son précurseur
inactif, le plasminogénd=(gure 6).

Le plasminogene est principalement activé par iVatéur tissulaire du plasminogéne
(tPA). Le tPA est principalement synthétisé par G5, il est spontanément actif sur le
plasminogéne et son action est potentialisée pafiblane. Le systeme urokinase a

essentiellement un réle tissulaire, extravasculaire

Deux systémes inhibiteurs (antifibrinolytiques) wétent les systemes pro
fibrinolytiques :a2-antiplasmine et le systeme des inhibiteurs d#iVation du plasminogene
(PAI-1, 2, 3). PAI-1 est synthétisé par le foie snast activé au niveau des CE et semble tres

impliqué au dela de I'hémostase dans l'inflammation

A I'état quiescent physiologique normal, il n’y agpde génération de plasmine. Ce n’est
qgue lors de lapparition d’'un thrombus que sont iiisds les systemes d’activation du
plasminogéne et le plasminogéne. La plasmine &s alor effet essentiellement local de
protéolyse du fibrinogéne et/ou de la fibrine, aimant la production de produits de
dégradation de la fibrine et/ou fibrinogene (PDEYle D diméres (lorsqu’il s’agit de fibrine

stabilisée par le facteur Xllla).
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I. D. 4) Réponse immune et inflammatoire aigué : interaction

avec les leucocytes

L’inflammation aigué est une réponse a I'agressissulaire, le plus souvent infectieuse
qui implique alors une collaboration multicellumien vue du recrutement des leucocytes,
puis de leur activation. L’objectif est la destiaont de I'agresseur et I'élimination des

« déchets » avant le processus de réparation oicateisation.

Au repos, les CE n’interagissent pas avec les es. Par contre, le processus
inflammatoire implique un recrutement rapide (erelques heures) de leucocytes, initié par
I'activation des CE.

Cette activation endothéliale innée peut étre g&pan 2 phases, une activation rapide
dépendante de molécules préformées (activationtie@lilde de type 1 ou stimulation) et une
activation plus lente dépendante de I'expression ndeveaux geénes, nécessitant la

transcription et la traduction génétique avantpiession protéique (activation de type 2)

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

Cette réaction d’activation est typique d’'une laigl’'un ligand avec un récepteur couplé
a une protéine G hétéro-trimérigue (GPCR). Ce#tisdn induit un signal intra cellulaire via
la proteine G et sa sous unitg. Via ces protéines G, est induite la formation de
diacylglycerol (DAG) et surtout la formation intcelullaire du inositol-triphosphate (IP3).
L'IP3 a pour effet, en se liant aux canaux calcggde réticulum endoplasmique, de libérer la
calcium en intracellulaire et donc de monter de igrenintense et transitoire le taux de
calcium intra cytosoliqueFH{gure 9).

La fixation au récepteur couplé a protéine G héténoériqgue (GCPR) de la surface de
la CE, permet également I'activation via la protéi@ et sa sous uniféy de la protéine

intracytoplasmique Rho.
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Figure 7 : Activation endothéliale de typel
D’aprés Pober (Pober Sessa, 2007)

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

cellulaire (cPLA-2) et des cyclo oxygenases (COXa &ynthése de prostacycline, puissant

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

synthase-3 de stimuler la production de NO, puisgasodilatateur également.

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

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

chaines légeres de la myosine (MLCK). De l'autreéc®ho activée inactive (via la kinase

ROCK) la phosphatase des chaines légéres de laimayogui a pour effet d’'inactiver les

chaines légeres de la myosine (MLC). L'associativia, ces 2 voies, de ces 2 effets,

I'activation de MLCK et l'inactivation de la phosatase des MLC, induit 'augmentation de

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

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

d’ouverture entre les CE. Les protéines plasmasiguegivent alors s'infiltrer dans ces espaces

intercellulaires et constituer une matrice provisajui prendra toute son importance dans

l'interaction avec les leucocytes.

L’augmentation du Calcium et l'activation de la @dRho prennent aussi toute leur

importance dans le recrutement des leucocytesffén en plus de ce passage protéigue, cette

activation crée la libération du VWF via les codesWeibel-Palade ainsi que I'expression de
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la P selectine (P-Sel) a la surface luminale d€fa Dans le méme temps, via la voie
calcium, cPLA2 est libérée générant une syntheseiaalu facteur d’activation plaquettaire
(PAF, platelet activating factor). Le PAF en cobadtion étroite avec la P-sel (qui interagit
avec la protéine ligand PSG Ligandl) attire lesymatiéaires neutrophiles, participe
activement a leur adhésion et initie leur extrattasgFigure 8).

La migration des neutrophiles au niveau des jonstiatercellulaires dépend également
d’interactions avec PECAML (platelet endothelidl adhesion molecule 1 ou CD31).

LFAI-ICAMI
VLA4-VCAMI 1
o, B,-integrin-MADCAM] PECAMI
Selectins SRC kinases CD99
PSGLI Selectin PI3K MACI JAMs ICAMI
VLA4 signalling Chemokines VAV1, VAV2, VAV3 ICAMI ESAM PECAMT?
Activation ‘
Capture Paracellular and transcellular
t igrati
o - ransmigration
Rolling relling Arrest strengthening,  Intravascular Paracellular
spreading crawling

0 090 &

Sertor Sl SR Of %\J

Endothelial cells Basement membrane

Figure 8 : Cascade d'adhésion leucocytaire
D’apres Ley (Ley, 2007)

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

Apres une phase de quelques dizaines de minutéeagme 30 minutes), I'activation de
type 1 est progressivement éteinte, notamment pactivation des GPCR, par auto
régulation, afin d’éviter tout emballement inflamimiee. Intervient alors I'activation de type
2, activation plus lente a se mettre en route, mdciiwvation plus persistante. Cette activation
est déclenchée principalement par les leucocytigaaqui sécretent des cytokines telles que
le Tumor Necrosis Factar{TNF-u) ou l'interleukine-1 (IL-1)(Pober, 1990).

La voie du TNFe débute par le couplage avec son récepteur spéeifie TNF

recepteurl (TNFR1ITNF Receptor-l TNFR-1 se fixe pour former un complexe avec la
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protéine TNFR-1 associated death domain (TRADD) ipgrute sérine/thréonine kinase
receptor interacting protein 1 (RIP-1) et l'ubigoé ligase TNFR associated Factor 2 (TRAF-
2). Ce complexe initién fine la voie du facteur de transcription facteur nuicéaB (NF-xB)

ainsi que la voidctivator Proteinl (AP-1)Figure 9).
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Figure 9 : Inflammation endothéliale de type 2
D’aprés Pober (Pober Sessa, 2007)

La fixation de IL-1 sur son récepteur spécifiquelllreceptor-1 (IL-1R1) forme un
complexe d’envergure composé de la protéine adamaiyD88, de Toll/IL-1 receptor
accessory protein (TIRAP), de IL-1 Receptor assedisinase 1 et 4 (IRAK1-4) et du facteur
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TRAF-6. Infine, cette voie de signalisation aboutit la encor@aéilation de la voie NkB
et AP-1.

L’activation de type 2, par les voies du TNFeu par la voie de I'lL-1 aboutit a
I'activation de facteurs NikB ou AP-1 qui sont impliqués dans l'initiation dettanscription
nucléaire de geénes spécifigues en vue de la synthks protéines spécifiques de
linflammation. Cette synthésde novonécessite une activation de la machinerie nueéair
transcriptionnelle. La réponse se déroule cette-dbnhon pas en terme de minutes, mais en

terme d’heures.

Parmi toutes ces protéines induites par cetteataiv TNFo ou IL-1, sont synthétisées,
des molécules d’adhésion qui se fixent aux leuas;ytcomme E-Selectine (E-Sel),
intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), et valse cell adhesion molecule-1 (VCAM-1).
Ces molécules d’adhésion sont capables d’interdgise lier avec leurs ligands a la surface
des leucocytes. Cette synthese protéique pro infl@woire concerne également des
chemokynes, des COX2 ainsi que des protéines qrgagisent les filaments d’actine.

COX-2 de maniere plus intense que COX-1 conduisiaasla production de PGI2
(vasodilatatrice).

La réorganisation des filaments d’actine et de linbuestructure le cytosquelette pour
la aussi ouvrir les jonctions inter cellulairespermettre la fuite des protéines plasmatiques
ainsi que l'extravasation des leucocytes. La «médrice » est réputée plus rigide que dans
I'activation de type 1 car les jonctions ouvertesnpettent le passage de protéines de plus
grande taille dont notamment le fibrinogene.

Les chemokynes synthétisées au cours de cettatmtivde type 2 incluent par exemple
I'IL-8 (aussi connue sous CXCL-8). L’adhésion desdocytes est alors plus soutenue grace
a la conjonction de I'lL-8, du PAF, des protéinésdthésion E-Sel et P-Sdtigure 8).

On voit donc que l'activation de type 2 conduitsigsl’augmentation du flux sanguin, a
laugmentation des espaces intercellulaires ain&ugrecrutement leucocytaire mais avec
une intensité et une durée supérieures.

La réponse de type 2, plus prolongée que la répdasgpe 1 n’est pas continue dans le
temps mais est programmée pour évoluer. La synttlésE-Sel s’éteint progressivement
notamment avec l'inactivation de AP-1. Ce sont pestéines d’adhésion a cinétique plus
lente qui vont prendre progressivement le relai€AWMI-1 et ICAM-1). Ce changement

progressif du type de molécule d’adhésion ainsi lgpmpression de nouvelles chemokynes
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comme le CC-chemokine ligand 2 (CCL2 aussi nommé”ME permet de recruter d’autres

types de leucocytes, recrutant un infiltrat plesiei en cellules mononuclées.

La prolongation du stimulus, l'intervention d’awrstimuli tels que I'interferom (IFN-
y) peut conduire a des lésions celullaires allargn@wellement jusqu’a la mort cellulaire
endothéliale (Bombeli, 1997; Bombeli, 1997). Enflrest difficile de séparer I'inflammation
endothéliale avec lésion des CE sans évoquerrealiec 'hémostase et la mise en jeu de
phénomenes pro-coagulants (cf paragrdpbe 3) pagel3).

La fin du processus d’activation de type 2 est @diar la disparition des cytokines
inflammatoires qui survient généralement apres ifpadition du stimulus, c’est a dire
I'éradication du processus infectieux. Il existelgna tout un rétro contréle négatif avec un

effet anti inflammatoire, notamment bloquant letdaic transciptionnel NikB.

I. D. 5) Réponse inflammatoire chronigue

Quand le stimulus perdure, la CE est impliquée seumement dans I'immunité innée,
mais aussi dans les processus dimmunité adaptatotamment par I'expression des
protéines du complexe majeur d’histocompatibil®@viH) de classe | et de classe Il apres
stimulation par I'lFNy. Les CE peuvent alors jouer le r6le de présemtat® 'antigene aux
lymphocytes T, ainsi que de synthétiser d’autrdaateurs chemokiniques, d’autres facteurs
cytokiniques ainsi que des facteurs de co stinmasati

De plus, il semble que les CE pourraient jouer @la dans I'orientation de la réponse
immunitaire Th1/Th2 (Shiao, 2005).

Enfin, les CE jouent un rble dans la néo angiogéngscessaire dans le processus

inflammatoire (Monaco, 2004).
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II) Sepsis sévere

Le sepsis sévere, entité regroupant les infectgyages est un réel probleme de santé
publiqgue, compte tenu du nombre de patients impBgohaque année et de la gravité du
pronostic. En effet, prés de 15% des admissiongammation sont le fait d’'un sepsis sévere
et pres de 5% d'un choc septique ; la mortalitéaésis de 30 a 40 % (Brun-Buisson, 2004;
Vincent, 2006).

[I. A) Définitions

La confusion a longtemps persisté entre les tegapsis, sepsis sévere, choc septique et
en parallele le syndrome inflammatoire généralid@.n’est que de maniére récente (depuis
1992), qu’une conférence d’experts de “I’Americanll€ye of Chest Physicians” et de “the
Society of Critical Care Medicine” a statué sur dégnitions (Bone, 1992; Levy, 2003).

La distinction entre ces syndromes de gravité savite pour les malades, a pour objectif
de catégoriser ces patients en groupes homogénegedhciliter I'interprétation des résultats
concernant la recherche dans ce domakigufe 10). Cependant, il existe une continuité

clinique tout a fait compréhensible lorsqu’on asalja physiopathologie de ce syndrome.

Brulés

Traumatisés

Pancréatites

3 RS Autres. ..

Figure 10 : Sepsis, sepsis sévere, choc septiquSkrS
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II.LA.1)  LeSIRS

Le Syndrome de réponse inflammatoire systémiqu&k{yise définit comme une
réponse aspécifiqgue a une agression, infectieusmoulLe SIRS se définit plus précisément
par I'existence d’au moins deux des anomaliesguies ou biologiques suivantes :

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

- Fréquence cardiaque >90 battements par minute,

- Fréguence respiratoire > 20 /minute ou PaCO2ri3tHg,

- Leucocytose > 12 000 /nimou < 4 000 /mrhou présence de plus de 10% de cellules

immatures.

. A. 2) L’infection

L’infection se définit comme la présence inattendar@rmale, de microorganismes, que
ce soit des bactéries, virus, parasites, ou champgydans un ou des territoires de I'hote. Le
diagnostic s’établit sur 'anamnese, sur des sympt ou des signes cliniqgues et/ ou
paracliniques de laboratoire. La source de l'infettest le plus souvent connue avec la
présence d’'un pathogéne dans une zone suspediectidn (« infection dite documentée »)
mais peut étre affirmée de maniere indirecte pgrégsence de pus dans un espace fermeé ou
I'existence d’'un abces (« infection cliniguementuaimentée mais microbiologiquement non

documentée »).

. A. 3) Le sepsis

Le sepsis (ou syndrome infectieux) se définit comme infection documentée ou non
associée a une inflammation systémique, un SIRSt @ dire au moins 2 signes généraux

d’'inflammation.
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. A. 4) Le sepsis sévere

Le sepsis sévere se définit alors comme un sepsixi& a une dysfonction viscérale ou
d’'organe (touchant au moins 1 organe), une hypaopeeri tissulaire ou une hypotension
artérielle Tableau 1)

Type de défaillance

Description
viscérale
Hypotension artérielle avec pression artérielleéaigpie <90mmHg ou
Cardio vasculaire Réduction de la pression artérielle d’au moins 40Hg malgré
remplissage vasculaire adéquate
Débit urinaire <30ml/h depuis 1h ou Créatininénéigaie
Rénale

>200umol/ml malgré hydratation suffisante

Ratio PaO2/FiO2 <250 si défaillance associée ousP@éfaillance
Respiratoire
isolée (siege de I'infection).

Taux de plaquettes <50 000/mm3 ou baisse de 50%lesi3 jours
Hématologique
précédents

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

Tableau 1 : Description des défaillances viscérales cours du sepsis sévéere

II. A.5) Le choc septique

Le choc septique, stade ultime dans la gravitéédimit comme un sepsis sévere avec
une hypotension artérielle persistante malgréeunptissage vasculaire adéquat et nécessitant

la mise en place d’amines inotropes ou vasopressive
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II.B) Epidémiologie

1. B. 1) Epidémiologie générale

L'analyse de la littérature est difficile a ce summpte tenu des incohérences de
définitions sur les séries historiques, compte tées hétérogénéités des pratiques entre les
différents pays et les différents services de réation et finalement compte tenu du relatif
faible nombre d’études observationnelles. Cettéyaaast rendue difficile également selon le
mode d’entrée dans ces études, c’est a dire saifian analyse les infections et leur devenir
ou selon qu’on analyse les admissions (et séjamgganimation. De plus cette analyse est
rendue difficile compte tenu de I'évolution destaes ainsi que de I'amélioration de la
prise en charge qui ont modifié les criteres d'admoin des patients en réanimation et

amélioré le pronostic de cette pathologie au fd denées.

Le sepsis sévere concerne pres de 80 000 patiangen France. Le taux d’attaque du
sepsis seévere constitue entre 5 et 20 % des Eaaemis en unité de réanimation (Annane,
2003; Martin, 2003; Brun-Buisson, 2004). Le tauxrdertalité reste assez élevé puisqu’il
constitue la premiere cause de mortalité danseledéces de réanimation (en dehors des unités
de soins intensif cardiologiques). En effet, la talite oscille entre 20 et 65 % selon les

sériesFigure 11).

Probability of survival
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Figure 11 : Mortalité du sepsis sévére
D’aprés « Episepsis study »(Brun-Buisson, 2004)

Ligne pointillée haute (sans choc septique)/ Ligamtillée basse (avec choc septique)
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Ces sepsis séveres sont en grande majorité (7@%¢mis des I'admission laissant 30%
de sepsis acquis a I'hopital. Environ 85% de cesiseséveres admis en réanimation sont des
infections documentées du point de vue bactériqloayi

Compte tenu des progrés dans la prise en chaigevelution des populations traitées,
'analyse de I'évolution progressive des ces cawmnontre une augmentation des taux
d’incidence (+1.5% par an) du sepsis sévere enimadion. Ceci est probablement lié aux
admissions des personnes de plus en plus agéebaag@mentation du nombre de patients
immunodéprimés. Ceci n'’empéche pas malgré tout haisse progressive des taux de

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

Du point de vue médico économique , un séjour gepsis sévere constitue (aux USA)
un coldt moyen de 22000 $ par séjour, avec une digésejour de prés de 20 jours. Des
chiffres comparables ont été retrouvés en Francei€¢A2005). Le colt total annuel cumulé
pour les USA serait de16.7 milliards de dollars@as, 2001).

1. B. 2) Principaux facteurs de risques

Parmi les facteurs de risque qui prédisposent &gems a I'émergence d’'un sepsis
sévere, sont retrouvés essentiellement I'age (dprésixantaine), le sexe masculin (Adrie,
2007), une immunodépression (cancer, immunosupgress des défaillances organiques
chroniques (insuffisance rénale chronique, resmnat..) (Alberti, 2005). Enfin des facteurs
de prédisposition génétique ont été clairementtifiés, comme certains polymorphismes (de
TNF, de Toll....)(Mira, 1999).

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

Lors du sepsis sévere les infections pleuro-pulinesales infections du site abdominal
(notamment péritonéal), les infections du systegretg-urinaire et les bactériémies primaires

représentent plus de 80 % des infectidreb(eau 2.
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Site d’'infection Fréquence estimée (%)
Respiratoire 20-40
Bactériemie 17-35
Génito-urinaire 9-30
Abdominal 12-30

Os / Tissus mous 5-10
Dispositif invasif <5

Systeme nerveux central <1
Endocardite <1

Autres 5-10

Tableau 2 : Principaux sites d'infection au cours d sepsis sévére
D’aprés Angus(Angus, 2001) et Annane (Annane, 2003)

1. B. 4) Principaux germes en cause au cours du sepsis séver

L’'analyse des bactéries en cause sur ces dernareges montre la diminution
progressive de I'impact des bactéries gram négat#i que I'émergence probablement encore
sous estimée des champignons et virus, notammempteotenu de l'incidence élevée des

sepsis séveres chez les patients immuno-déprifiadéde@u 3.

Pathogenes responsable ] o
dinfection Fréquence estimeée (%)
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 aours du sepsis sévere

D’aprés Annane(Annane, 2005)
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II. C) Physiopathologie du sepsis sévere

Le sepsis sévere est I'exacerbation d'interactimmaplexes entre un pathogéne et son
héte, incluant sa réponse inflammatoire et sa rép@mo-coagulante. Le sepsis « devient »
sévere lorsque les réactions de I'héte sont inaatéguface a linfection. Notamment,
'endothélium impligué en premiere ligne de défenlmit garder une réaction adaptée et
localisée. Lorsque cette réaction est dépassém gdreeralise, cette inadaptation est qualifiée

de dysfonction endothéliale.

II. C. 1) La réponse inflammatoire

Binding of
|ipopo|)'sacc.haride.of Binding of
gram-negative bacilli

peptidoglycan of
gram-positive bacillj

Transcription of
immunomodulatory eytokines
[TMF-, interleukin-1j3,

- /. interleukin-10) Prostaglandins
4 \ - Leukotrienes
IF-nB Proteases
X S y \ o | — Oxidants
Release of NF-kB i Activation and ; S
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Figure 12 : Réponse inflammatoire au cours du sepssi
D’apres Russel(Russell, 2006)

Le systeme immunitaire inné répond a l'agressiofectreuse (reconnue par ses
pathogen-associated molecular pattern, PAMP) parranonnaissance extrémement rapide
par les récepteurs de reconnaissance (comme l|édiKEokeceptors par exemple pouvant
reconnaitre le LPS). Via des mécanismes de sigmialisintracellulaire notamment passant
par la voie transcriptionnelle NEB, sont synthétisées des cytokines pro inflammedoir
comme le TNFs et I'IL-13, mais aussi des cytokines anti inflammatoires certith-10. Des

mécanismes proapoptotiques versus les CE sontnégalenis en jeu.
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Par atteinte directe par le germe ou par ces m&oasi indirects pro-inflammatoires
notamment cytokiniques, les cellules endothéliatad I1ésées et/ ou activées conduisant a la
dénudation de I'endothélium (exposant ainsi le senothélium) et aussi a I'activation des

mécanismes d’adhésion leucocytaire (expressionna@écules d’adhésion membranaires

mais aussi circulante$)igure 12).

De plus ces différents mécanismes d’activation amaht (cf supra) a libérer diverses
substances vasodilatatrices (NO, prostacycline)siaiqu'a une augmentation de la
perméabilité vasculaire. Enfin, ces CE activéesveru libérer dans la circulation des
microparticules qui constituent un des mécanismes l'dxportation a distance des

phénoménes inflammatoires et pro-hémostatiquesi@vie2010).

II. C. 2) La réponse pro coagulante
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PAI-1 levels

Tissue factor mm FactorVa ——y

T T FactorVIlia Anhthmmbm 1 Plasmogent w
\—b Thrombin-z
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Thrombin- T I l
Profein 5 - {
Thrombemodulin \ur Protein C B g’ }'\/]
»
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— 3 — s
= 7 Formation of 3
Endothelium thrombi

Figure 13 : Réponse pro coagulante au cours du seps

D’aprés Russel(Russell, 2006)

L’autre aspect est bien sdr la modification dedibce anti-coagulation/pro-coagulation
vers le versant pro-coagulation. L'initiation det a&at pro coagulant est favorisé par
I'expression du FT par les CE activées et/ ou mgtesc(Esmon, 2002; Mackman, 2004).
Cette activation de la cascade de coagulationgidgraphe I. D. 3. b) page 14 ) conduit a la

formation de thrombine qui transforme le fibrinogeen réseau de fibrin€&igure 13). Cet
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état pro coagulant est d’autant plus intense que tes états septiques séveres, les systemes
inhibiteurs (notamment systéme de la Protéine CRIIBont déprimés. Le systéme pro
fibrinolytique est également freiné, par augmentatie synthése du facteur PAI-1.

Les micro thrombi de la microcirculation amplifient les réactions demmage
endothélial et les réactions inflammatoires induite

Les réactions pro coagulantes peuvent la encore &exportées » via les

microparticules.
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[II) Sepsis : endothélium, hémostase et inflammation

[ll. A) Impact clinique

Depuis pres de 20 ans et les travaux de Francaigi€onotamment (Fourrier, 1992),
l'interaction entre le sepsis sévere (ou choc gap)i et les troubles de la coagulation ne sont
plus a démontrer. Le stade ultime de cet état pemulant est représenté par I'état de
coagulation intra vasculaire disséminée (CIVD) dlntetentissement clinique est majeur
(Figure 14). Il serait d’ailleurs plus logique d’appeler gendrome, le syndrome d’activation

systémique de la coagulation.

Figure 14 : Hémostase et sepsis , retentissemernihicjue
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Cette CIVD se caractérise par une sequence, assaciénflammation notamment
endothéliale, qui se déroule progressivement. Uras d’activation anormale et aspécifique
pro coagulante produit de la thrombine en exceslogic de la fibrine circulante, intra
vasculaire. Cette fibrine soluble peut alors praxargdes micro thromboses et/ou un exces de
consommation des facteurs d’hémostase pour ali@nericro vascularisation des organes a

distance et finalement engendrer I'ultime défaiteimulti viscérale.

Les dépodts de fibrine peuvent étre retrouvés daos tes tissus. lls jouent un role
déterminant dans [latteinte viscérale (notammenimpuoaire), par [atteinte micro
thrombotique tissulaire mais cette activation decdagulation médie également l'atteinte
inflammatoire en favorisant la synthése de pro®asale cytokines. Hormis la détection des
signes cliniques (parfois francs), le diagnostiutpétre biologique, basé notamment sur

'analyse des produits de dégradation de la fib¢R2F ou DDimeres).

Cet état d’hypercoagulabilité est associé a un éthypo fibrinolyse, expliqué
essentiellement par I'exces de synthése de PAlek. tAux élevés de PAI-1 sont d'ailleurs
associés a un pronostic péjoratif mais ne sontlpaables en routine (Pralong, 1989).

Enfin au niveau endothélial, la ou ils exercentotiguement leur action, les
anticoagulants naturels dysfonctionnent, a la féimoignant de I'extension du processus
thrombotique et aussi accélérant son extensionsysemes du TFPI, de I'antithrombine et

surtout de la Protéine C sont déprimés au cousedsis sévere.

[ll. B) Impact thérapeutique

Du point de vue thérapeutique dans le choc septiQoemis les traitements anti
infectieux et la gestion des défaillances viscérgfmtamment hémodynamique), la plupart
des traitements dits adjuvants ont échoué danliaration du pronostic.

Parmi ces traitements, l'intérét des corticoidéaildle dose et de la gestion stricte de la
glycémie restent toujours I'objet de controverseasn(den Berghe, 2001; Annane, 2002;
Sprung, 2008; Preiser, 2009).

Les essais thérapeutiques ayant pour cibles lesateadcs de l'inflammation se sont

bY

révélés des échecs. Ainsi des essais thérapeutioniesté conduits visant a inhiber
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'endotoxine (McCloskey, 1994; Angus, 2000), visaninhiber le TNFs ou son récepteur
(Abraham, 1995; Fisher, 1996; Abraham, 1997; Abmah&998) ou visant a inhiber I'lL-
1(Opal, 1997). Ces essais n'ont pas permis d’ametlide maniére significative la mortalité

dans le choc septique.

Compte tenu des progres sur la connaissance de/$dopathologie dans ce domaine et
notamment sur cette intrication étroite entre lanimation et la coagulation, les travaux de
recherche se sont tournés vers de nouvelles cibles inhibiteurs physiologiques de la
coagulation Figure 6 et Figure 13) que sont les systemes AT-Ill, TFPI et le syst@lada

protéine C.

Les larges essais cliniques randomisés utilisantlIATecombinée (Fourrier, 1993;
Warren, 2001) ou I'inhibiteur de la voie du factéigsulaire (Abraham, 2003) furent la encore
décevants. Malgré des effets patents sur les pamsnge la coagulation au cours du choc

septigue, le pronostic (c’est a dire la surviejuigas significativement amélioré.

Le systeme de la protéine C focalise I'attentiopui® plus d’'une décennie. En effet
aprés des résultats d'études animales assez peamsetfTaylor, 1987), une étude clinique
randomisée de grande envergure (Prowess study) rarénde maniere significative une
ameélioration du pronostic dans le choc septiquen@e, 2001) lors de ['utilisation de PCa
sous forme recombinée a fortes doses. Il s’agiskait du premier travail qui montrait un
résultat significatif pour un traitement « adjuvandlans la prise en charge du choc septique.
Ces travaux sont toujours l'objet de discussiondeetontroverses. En effet, le premier point
controversé est probablement lié au déficit de amsances (notamment a I'époque) sur les
mécanismes d’action anti inflammatoire de la pra&éC activée. Ce point justifie I'intense
activité de recherche fondamentale dans ce domRinatre part, sans parler du co(t de cette
molécule, la controverse est intense sur les @isulie I'étude clinique et la balance qui existe
entre les éventuels bénéfices (effets anti inflatoires) et les effets secondaires notamment
hémorragiques (effets anti coagulants). Enfin, tesvaux n’ont pour I'heure pu étre
confirmés dans d’autres études. Notamment, lessesBaiques pour des malades moins
graves (« Address study ») ou pour des patientsapiggies (« 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 tlefldammation endothéliale et
notamment dans le sepsis implique donc (cf sugrpjptéines circulantes, les protéines C et
S et 2 récepteurs endothéliaux, la thrombomody(iné) et le récepteur endothélial de la
protéine C (EPCR). La majorité de nos travaux desalisée sur 'TEPCR et nhotamment son

role au cours de l'inflammation.

[) Historique

Au cours de travaux majeurs sur ’hémostase ebia ge la protéine C, 'lEPCR (CD
201) a été cloné et identifie en 1994 par I'équiee Charles ESMON (Oklahoma City)
comme une protéine de surface des cellules endat®hyant pour capacité de se lier a la
protéine C, qu’elle soit activée ou non, via lesndines « Gla » vitamine K dépendants et en
présence de calcium (Fukudome, 1994; Fukudome,; Ex8Bon, 2010).

[I) Description

[I. A) Structure : du gene a la protéine

Il s’agit d’une glyco-protéine transmembranaire tgpe 1 d’'un poids moléculaire de
environ 46 kda composée de 238 acides aminés (22t la forme mature) dont 21
constituent le domaine transmembranaire et 3 us ¢oirt domaine intra cytoplasmique
(Villoutreix, 1999). Le géne codant pour 'TEPCRROCR est situé sur le chromosome 20 en
position q11:2. Il est d’'une taille d’environ 8dilases, et est composé de 4 exons séparés par
3 introns (Simmonds, 1999). Le premier exon codd [ région 5’ et le peptide signal, les
exons 2 et 3 codent pour la plus grande partieainathe extracellulaire et enfin I'exon 4

code pour le reste de la protéine et la partie3'.
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La structure «crystal » en 3 dimensions a étéitdéan 2002 (Bangalore, 1994;
Oganesyan, 2002). Cette structure protéique espas@e de 2 hélicas et de 8 feuillet$
ainsi que des sites d’insertion se conformant notan pour le domaine Gla de la protéine C
(Figure 15). Il est a noter que ce récepteur se particulgoae une affinité pour la PC
strictement identique a celle pour la PC activeexiB0OnM).
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Figure 15 : Structure moléculaire de 'EPCR

D’aprés Oganesyan (Oganesyan, 2002)

L'EPCR (en jaune) est composé de 2 hélicesde huit feuilletg, avec des sites pour phospholipides (sphéres

au centre du graphique), pour le domaine Gla dprtatéine C (vert) et des ions Ca (spheres mauves)

Comme le montre I'analyse de la protéine et notanirde sa structure, il existe une
forte homologie (environ 28% de bases aminées camp)uavec la famille CD1 du
complexe majeur d’histocompatibilité de classeimfBonds Lane, 1999). Cette homologie
est surtout conformationnelle avec une structusezagproche laissant un site d’insertion
similaire entre ses 2 hélices(Figure 16). Cette homologie pouvait alors faire suspecter un

implication de 'TEPCR dans des phénomenes inflaroirest ou immunologiques.
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Proposed recognition

site for protein C

Figure 16 : Forte homologie EPCR / CMH
D’aprés 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 capacitié@la PC a la surface de la CE et a
augmenter la réaction d’activation de la protéineaC la thrombine. Cette réaction est tres
nettement accélérée (plus de 1000 fois) par ldiéirasur le cofacteur thrombomoduline pour
la formation du complexe thrombine-thrombomoduli@/TM). La présence de 'EPCR
cofacteur de cette activation par la thrombine l@ceéncore cette réaction.

En effet, mesuré invitro (Figure 17), TEPCR membranaire endothélial augmente
I'activation de PC en PCa de 4 a 8 fois en amatibnotamment I'alignement de la PC avec
la thrombine et donc en modifiant significativemdat constante de Michaelis-Menten
(Stearns-Kurosawa, 1996). Cette activation est amgde d’'un facteur 20 lorsqu’elle est
analysée ivivo sur des études animales (Xu, 1999; Taylor, 2001).
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Figure 17 : Effet de 'EPCR sur la protéine C
D’aprés Esmon (Esmon, 1999)

Le rble primordial de 'EPCR dans I'anti coagulatin’est plus a démontrer. Ainsi sur
des études animales (babouins), lorsqu’on inhibetiVité de 'EPCR par un anticorps
bloguant 'interaction EPCR/PC, I'activation deR&a induite par la thrombine chute de prés
de 88% (Taylor, 2001). De plus, chez I'animal, Vatidation compléte pour le géne de
'EPCR (souris KO pouPROCR conduit a la mort intra utérine par thrombosedtipias

avec dépots de fibrine dans les trophoblastes.

1. B. 2) EPCR : site de liaison avec le facteur VII/Vila

Plus récemment, 'TEPCR a été montré comme un sitBadson avec le FVII et/ou le
FVII activé a la surface de la CE et ce, avec lanmaffinité (donc en compétition) que pour
la PC ou la PCa. La liaison EPCR/FVIla réduit denidaee significative I'effet pro coagulant
du FVlla. Cet effet se manifeste non pas en josant’activation du FX ou du FIX sur les
CE mais en accélérant I'endocytose du facteur \déac sa clairance et donc en diminuant
I'exposition vasculaire et sanguine a ce facteua\dui initie pour bonne partie avec le FT la

voie extrinséque de la coagulation (Preston, 2@bish, 2007; Nayak, 2009).
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II. C) Expression et localisation de 'EPCR

L’expression de I'EPCR est nettement prédominanteczllules endothéliales des gros
vaisseaux Kigure 18) et beaucoup plus rare dans les capillaires, errasie avec la
thrombomoduline (Laszik, 1997). Cependant, cetfgression n’est pas uniforme selon les
organes et les vaisseaux explorés (Nan, 2005)e @#térence d’expression des 2 récepteurs
(TM et EPCR) entre les gros vaisseaux et les el n'est pas clairement expliquée mais
est peut-étre un mécanisme de régulation qui pedmenaintenir I'équilibre hémostatique

guelle que soit le calibre du vaisseau (Gand20£8).

. EPCR TM ; |

Figure 18 : Expression d'EPCR et TM en immuno hisichimie
D’apres Laszik (Laszik, 1997).
A gauche marquage EPCR et a droite marquage Thrambaline (TM) sur coupes tissulaires autopsiques
A/ myocarde, B/ Poumon C/ Peau D/ Foie

Contrairement aux démonstrations initiales, I'ERPC&st pas exclusivement exprimé par

les CE. Son expression a été confirmée sur deedgtes de différents types (Monocytes, CD
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56 NK, Neutrophiles, Eosinophiles), sur des cefluliendritiques, sur des cellules souches
hématopoiétiques ainsi que sur des cellules musesilisses (Galligan, 2001; Sturn, 2003;
Faioni, 2004; Nick, 2004; Balazs, 2006; Stephen2006; Bretschneider, 2007)

II. D) Laforme soluble ’EPCR

II.D. 1) Description de 'EPCR soluble

Une forme soluble EPCR (sEPCR) de 43kDa a étéitdéprésente dans le plasma
(Kurosawa, 1997; Kurosawa, 1998). Cet sEPCR, pretéi laquelle manquent donc les
parties transmembranaire et intracellulaire, gdedemémes propriétés de liaison identique a
la PC et la PCa (Regan, 1997).

Par contre, cette présentation sous forme solullefait diminuer ses propriétés
anticoagulantes. Tout d’abord, 'TEPCR soluble rergn compétition directe avec la forme
membranaire pour la fixation avec la PC comme év&Ca. De plus, la fixation de SsEPCR a
la PCa (en altérant son site actif) lui fait perdes capacités d’inactivation du facteur VA.
Enfin, la fixation de SEPCR a la PC empéche alareapacité d’activation en PCa par le
complexe Flla/TM (Regan, 1996; Liaw, 2000).

C’est sous l'action des métalloprotéases et notamhrde I'ADAM 17 (ou TNFe
converting enzymelACE) que 'EPCR est clivé au niveau de la memeéraellulaire pour
libérer la forme soluble (Xu, 2000; Qu, 2007).

Le clivage métalloprotéasique ne semble pas le s@danisme de libération (et/ou
régulation) des formes solubles d’EPCR. En effed,&8té démontré que 'EPCR pouvait étre
clivé par la protéase 3 (PR-3) des polynucléaiezgrophiles (Villegas-Mendez, 2007).

Enfin, la régulation de ces formes solubles passegblement aussi par des mécanismes
plus complexes liés a I'épissage alternatif du geR®OCRet a la synthese d’isoformes de
SEPCR notamment chez les porteurs de I'haplotypé&Aidfra) (Saposnik, 2008).

Si le role de la forme membranaire de 'EPCR enuasibn physiologique est

essentiellement le maintien de I'anti coagulati@amslle sang circulant, le réle de la forme
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membranaire est moins clair. Elle semble jouer ale plutét pro coagulant. Il est possible
gue la régulation de cette forme dans les procegatiologiques (comme par exemple le
sepsis) influence alors la balance de la coagulaters le versant pro coagulant en cas de

surexpression de la forme soluble.

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

II. D. 2.a) L’haplotype A3
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Figure 19 : Taux d'EPCR solubles en fonction de I'aplotype
D’aprés Saposnik (Saposnik, 2004)
En jaune, porteurs de I'haplotype A3

Les taux moyens d’EPCR soluble sont d’environ 1§0mh chez les volontaires sains.
Cependant la distribution de ces taux plasmaticessrelativement hétérogene dans la
population courante. Prés de 80 % de la populaides taux inférieurs a 180 ng/ml alors que
20 % de la population environ exprimerait un phgpetavec des taux plus élevés (entre 200
et 800 ng/ml). Cette distribution est d’allure pglutbimodale (Stearns-Kurosawa, 2002;
Stearns-Kurosawa, 2003) ou trimodale selon lesatrayUitte de Willige, 2004). Les taux
élevés Figure 19) sont clairement corrélés avec I'haplotype A3 &k, 2004).

LE RECEPTEUR ENDOTHELIAL DE LA PROTEINE C : EPCR- 42



L’haplotype A3 correspond a la substitution d’uresé Guanosine par Adénosine dans
le génome en position 6936, ce qui a pour conséguknsubstitution de la serine par de la
glycine en position 219 de la protéine EPCR, aeauvtransmembranaire. Cette substitution
d’acide aminé rendrait la protéine plus sensiblelaiage métallo protéasique par 'ADAM
17 (Qu, 2006).

La surexpression de I'EPCR soluble pour les postéer’haplotype A3 s’explique donc

par cette sensibilité au clivage ainsi que pardsgge alternatif.

Dailleurs, la mise en évidence de cet épissageraltif avec la génération de I'isoforme
peut étre utilisée comme outil pour dépister I'loéyppe A3 (Simioni, 2006).

Il est actuellement toujours discuté I'impact deplotype A3 dans la population comme
facteur de risque favorisant la maladie thrombo @mbe (Saposnik, 2004; Uitte de Willige,
2004). Cet haplotype A3 pourrait étre associéradédie coronarienne (Ireland, 2005) ainsi

gu’'a des morts feetales inexpliquées (Lavigne-Lisa2005).

II.D.2.b) Le sexe

Dans au moins 2 cohortes de volontaires sainstaes circulants d'EPCR ont été
retrouves significativement plus élevés chez lanres (Stearns-Kurosawa, 2003; Uitte de
Willige, 2004). A notre connaissance, aucun traspécifique ne s’est attaché a analyser plus

attentivement ces résultats.

[II) Régulation des formes membranaires et solubles d&PCR

La régulation de 'EPCR est complexe. Il existe @acdes zones d'ombre et des
discordances dans l'analyse de l'expression deQERet sa régulation dans un contexte
inflammatoire.

In vitro, la régulation de 'EPCR lors de l'activation deg n’est pas uniforme selon le
type de CE (HUVEC, HAEC....), selon le type d’'actieat (LPS, TNFe, IL-1, PMA....),
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selon l'organe exploré ou selon le modéle expérindtype d’animal) (Gu, 2000; Nan,
2005). On peut tout de méme affirmer que, au cdarbactivation endothéliale (notamment
LPS ou TNFe) I'expression membranaire de 'EPCR est généraemealown—-régulée » de
maniéere significative. On a pensé longtemps quiit’an des mécanismes importants de la

dépression du systeme de la protéine C au coussjhis sévere.

Cette régulation respective des formes membranairssiubles est complexe et ne peut
se résumer a un simple clivage isolé de 'EPCR deluEn effet, dans ces contextes
inflammatoires, sont associés des mécanismes dalatéy transcriptionnelle, avec
notamment une augmentation « paradoxale » précot@le des ARN codant pour
'TEPCR(Gu, 2000). Les mécanismes de ces régulatimnssont toujours pas clairement

élucidés.
IVV) Fonctions « anti inflammatoires » de I'EPCR

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

En plus de ses propriétés anticoagulantes (pouoriae membranaire), 'TEPCR a
clairement un réle au cours de linflammation aigéke que celle rencontrée au cours du

sepsis.
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Figure 20 : Importance de I'EPCR invivo au cours du sepsis
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D’apres Taylor (Taylor, 2000)
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Taylor au cours de travaux sur des modéles dessepst le singe a bien montré le réle
protecteur de 'EPCR face a une infection (modéligér une dose sub |éthalddtherichia
coli (Figure 20). Des anticorps bloquant I'activation de la PC pEaPCR transforment une

dose sub léthale B’ coli en dose léthale.

Ces données ont été confirmées sur des modelesids ses séverement déficientes en
EPCR et dont la survie est tres largement reseréatte a un choc endotoxinique, notamment

par aggravation des phénomeénes cardiovasculawegi(12005).

Il est probable que le plupart des effets antiamiinatoires de 'lEPCR ne peuvent pas
étre isolés de I'effet de la PCa et notamment passe fait par I'interaction de la PCa avec
'EPCR et avec les récepteurs de typretease activated Recept(fPAR) a la surface de la
cellule endothéliale, ces 3 acteurs étant co-lséaldans des zones types radeaux lipidiques
(Bae, 2007). Les effets de la PCa, et notammentdess d’activation intracellulaire, seront

abordés dans le chapitre suivant.

Cependant, il est possible que 'TEPCR notammeng darforme soluble puisse jouer un
réle plus direct sur les polynucléaires neutroghilia les PR-3 et les récepteurs leucocytaires
MAC-1 tres impliqués dans I'adhésion et l'activatieucocytaire (Kurosawa, 2000). Il faut
rappeler que PR-3 (cf supra) est impliqué danstulation des formes membranaires et
solubles I’EPCR (Villegas-Mendez, 2007)

IV.B) EPCR soluble et sepsis

L’EPCR est une protéine particuliere du fait de 8dermes, membranaire et soluble.
Cela rend son exploration invo difficile. Autant il est maintenant relativementisé » de
doser 'EPCR soluble circulant dans le sang chezvtdontaires sains ou les malades par
technique Elisa (commerciale ou non), autant ildiicile d’appréhender I'expression des

formes membranaires.
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IV.B.1) LEPCR soluble est augmenté au cours du_sepsis

sévere

Des 1998, une étud€igure 21) avait montré des taux élevés d’EPCR solubles tdwez
malades septiques tout comme dans un pathologiamnfatoire comme le lupus, en

comparaison de volontaires sains (Kurosawa, 1998).
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Figure 21 : Taux d'EPCR solubles au cours du sepsis
D’aprés Kurosawa (Kurosawa, 1998)
Comparaision des taux de TM et d’EPCR solubles pesrvolontaires sains (n=18), septiques (n=16) et
patients avec lupus (n=42)
*P <.05; **P <.001; ***P <.0001

Ces résultats furent corroborés par des travauddoe® plus ambitieux concernant une
cohorte de 32 patients de réanimation (en sepsigérede comparée notamment a 11
volontaires sains. Pour cette cohorte, le tauxERCR a I'admission était significativement
plus élevé chez les malades septiques [ (moyen&d¥/-304.6+/-98.2 ng/ml versus 212.4+/-
110.3ng/ml, p=0.011]. Ce taux d’EPCR a l'admissitgtait pas discriminant comme facteur

pronostique, notamment pour prédire la survie (L.i2004).
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IV.B.2) LEPCR soluble n’est pas modifié au cours du sepsis

sévere

) - ’

Figure 22 : Expression d'EPCR membranaire invivo (méningococcémie)
D’aprés 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 méningoénie, réduction du marquage EPCR pour vaisseanx no

thrombosés (photo B et D : fleche) ou pour vaisgsghtombosés (photo C : fleche)

Le purpura fulminansau cours de la méningococcémie est un « modebaeeebe,
violent de dysfonction endothéliale avec hypervatibon de la coagulation, et implication
forte de la voie de la protéine C activée. Powrtmiére fois a notre connaissance, un travail
a pu explorer de maniére simultanéevino I'expression des formes solubles (dosages
sanguins) et lI'expression membranaire (biopsiesan&ds de Iésions purpuriques avec
marquage immunohistochimique) d’EPCR pour 83 esfaiteints depurpura fulminans

(Faust, 2001). Il n’existait pas de différence #gigative pour les taux de SEPCR dans le sang
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versus les groupes contrdles et ce, quelle quels@éveérité de I'atteinte (moyenne[min-
max] ; 292 [99.9-784] vs 403[150-724], p=0.35). Pantre, comme montré dans les travaux
in vitro, il existait bien une diminution de I'expression mi@anaire de 'EPCR a la paroi

vasculaire Figure 22).

IV.B.3) LEPCR soluble est sous exprimé au cours du sepsis

sévere

Enfin un travail plus récent s’est attaché a comip@0 malades en sepsis sévere, a 30
malades avec des défaillances viscérales (comgadatnlais non septiques et 30 volontaires
sains (Borgel, 2007). Il est noté une baisse saatie de 'EPCR soluble chez les malades
septiques (comparables chez les non septiquesiapport aux volontaires sains, [médiane
(IQR) ; septiques 79 ng/ml (56-123) versus volartarnins119(91-211) ; p=0.0014).

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

Les travaux concernant les dosages d’'EPCR soléblasphase initiale du sepsis sont
encore discordants, montrant selon les publicatimesaugmentation, une stabilité ou encore
une baisse des taux par rapport aux volontairess.s&eci nécessite la poursuite des
explorations. Cependant, quelques hypotheses akpbs peuvent étre avancées. Tout
d’abord, les cohortes ne sont pas tout a fait idaaes quant au recrutement. De plus, on sait
gue le sepsis sévere est un processus dynamidpienetjue la méthodologie de ces travaux
ait prévu des inclusions généralement avant f&"®Meure aprés le début des défaillances
viscérales on peut imaginer que le moment du peéént sanguin ne soit pas strictement
superposable entre ces cohortes. On peut surtagdiner que ces differences de dosage
soient sous l'influence d’autres facteurs comme diférences génétiques, sous l'influence
de I'naplotype A3, ou du genre masculin. Il sembée confirmer qu’il existe de grandes
différences individuelles entre les taux de baseP€R et que cette protéine est finalement,
pour sa forme soluble modifiée en faible propori@mnmoment du sepsis, ce que nous avons
essayé de montrer dans nos travaux (cf manuscets2). Ces résultats montrent aussi que
'EPCR est une protéine dont la régulation est der®et ne repose pas exclusivement sur le

clivage métalloprotéasique, mais qu’il existe ades mécanismes transcriptionnels.
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Enfin, d’autres modes de régulation vivo peuvent intervenir comme I’émission de
microparticules qui permettent d’exporter a distate message membranaire de la cellule

endothéliale, et notamment I'expression membrar{Rieeez-Casal, 2005; Meziani, 2010).
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Partie 3] LAPROTEINE C/PROTEINE C ACTIVEE

Les 3 systemes inhibiteurs de la coagulation sergystéeme du TFPI, le systeme de
'AT-Ill et celui de la protéine C. Seul le systerde la protéine C a montré des résultats
encourageants lors d’essais cliniques dans la priseharge du sepsis sévere, et a permis la
commercialisation et l'utilisation de PCa recomlein®rotrecogin, Lilly) dans la prise en

charge du sepsis séveére.

) PC/PCa: Structure

La protéine C est une glycoprotéine plasmatiquan @goids moléculaire de 62 kDa,
zymogene de sérine-protéase. Elle est synthétiaédepfoie sous la dépendance de la
vitamine K. La PC est composée d’'une chaine lédér2l kDa, et d’'une chaine lourde de 41
kDa, jointes par un pont disulfure.

Le géne, de 12 kilobases et contenant 9 exong@stssir le chromosome 2.

La PC est d'abord synthétisée par I'hépatocyte dousie de précurseur et subit
d'importantes actions biochimiques (clivage, hydtakon, glycosylation, carboxylation)

avant d’aboutir a la forme mature.
La PC n’a aucune activité biologique sous cettm&non activée.

La PC est activée par la thrombine a la surfada @&, en présence de TM et au niveau
d’un récepteur spécifique, cofacteur d’activatidBPCR. L’activation thrombinique répond a
une protéolyse limitée du peptide d’activation, liaison thrombine-TM accélérant
considérablement cette réaction. La PC une foiséet{PCa) circule dans le plasma, avec

une demi-vie tres breve (inférieure a 30 minutBsnfon, 2000; Alberio, 2001).

Les inhibiteurs naturels de la PCa sont I'inhibitde la PC Rrotein C Inhibitor PCI),
I'al-antitrypsine ¢1-AT), I'a2-antiplasmine 2-AP)et I'Inhibiteur de la C1 estérase (C1-
inh).
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) PCa: Activités anti coagulantes et pro fibrinolytgues

Méme s'il est difficile et parfois artificiel de pérer les effets de la PCa sur
linflammation et sur la coagulation, le role de PLa dans le systeme coagulation-anti
coagulation-fibrinolyse ne sera dans ce documeatrgpidement abordé pour insister sur les

effets cellulaires en lien avec les propriétés iafitammatoires ou cyto protectrices.

II. A) PCa: effets Anti coagulants

La PCa une fois dissociée du complexe thrombineatbomoduline inactive les facteurs
FVa et FVllla par protéolyse (Marlar, 1981; Walk&®892).

Cette action est potentialisée par la protéinauealycoprotéine synthétisée entre autre
par le foie, et vitamine K dépendante. La prot&rjeue le réle de cofacteur de protéolyse.

La PS circule dans le plasma sous une forme ldcdye et sous forme liée a une
protéine transporteuse du complément, la C4b bjndiotein (C4bBP). Le taux de PS libre

active dépend donc de cette liaison.

La PC exerce donc une rétroaction négative surddugtion de thrombine, selon une
cascade d’activation faisant intervenir le complgkeombine-thrombomoduline comme
mécanisme activateur du zymogeéne synthétisé péside 'TEPCR comme modulateur de

I'activation et la PS libre comme cofacteur deftifété anticoagulante .

Les démonstrations cliniques les plus connues (@mord du sepsis) du caractére
anticoagulant de la PC/PCa sont Iparpura fulminansnéonataux dans les déficits
congénitaux en protéine C et bien sur le risquéndenbose veineuse favorisé par la résitance
du facteur V a la PCa (« FV Leiden ») (Griffin, 193

II.B) PCa: effets Pro fibrinolytiques

bY

Simultanément a son action anticoagulante, la PE&modtre une activité pro

fibrinolytique. Cette activité relativement lentexerce par 2 mécanismes.
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Le premier mécanisme est celui d’'une inhibition péfitive. La PCa rentre en
compétition avec le t-PA pour fixer le PAI-1 RPkasminogen Activator Inhibitor-%). Il y a
donc moins de PAI-1 pour inactiver le t-PA, donaisplde t-PA actif pour dégrader le
plasminogéne en plasmine et dégrader la fibrine.

Le second mécanisme est une régulation indirecta demation de TAFI Thrombin
Activable Fibrinolysis Inhibitor. En effet, la PCa diminue par son réle protégly la
formation de thrombine qui augmente l'activation TAFI. Il y a donc une sous expression
du TAFI activé, inhibiteur de la fibrinolyse empéch la fixation du plasminogéne sur le
réseau de fibrine. Il y a donc diminution du pawmamti fibrinolytique joué par la voie du
TAFI.

[Il) La PCa : Effets protecteurs au cours de I'inflammaion

[ll. A) Inflammation et systéeme de la PCa

L’activité de la PC diminue rapidement au cours é&gs infectieux graves et de la
CIVD (Fourrier, 1992; Borgel, 2005). Dailleurs,sléaux de PC et de PCa sont clairement
corrélés négativement avec un pronostic péjordtisher, 2000; Brunkhorst, 2007). La
dépression du systeme de la PC est liee a des mm@emncomplexes en relation avec cette
réaction explosive au cours du sepsis, qui va gérar exces de la thrombine et toutes les
réactions de contréle qui en découlent. La démasdu systéme PC/PCa s’explique d’abord
par le processus de CIVD et la consommation exeesi# tous les facteurs impliqués, par la
diminution de la synthése hépatique (un des prenteganes touchés lors de la défaillance
multiviscérale), la dégradation par les systemestépsiques et enfin la baisse de la
concentration de la protéine S. De plus, au cowslidflammation endothéliale, les
récepteurs spécifiques, cofacteurs d’activationspre la TM et 'TEPCR sont sous exprimés a
la membrane de la CE, diminuant probablement s@mcdaés d’activation. Bien que
« séduisant », ce dernier mécanisme d’action agbtelment été sur évalué car les capacités
de génération de la PCa semblent finalement relai@nt maintenues (Liaw, 2004).

Compte tenu de la meilleure compréhension des kem® hémostase et sepsis (Levi,

1997), de la démonstration du réle primordial dstésyne PC/PCa dans ce processus, et de la
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démonstration de limpact de la PCa sur linflantima et notamment I'adhésion
leucocytaire (Grinnell, 1994; Murakami, 1996), for@lébutés des essais thérapeutiques au
cours du sepsis chez I'animal. Dés 1987, chezbeuia (Figure 23) était montré I'impact de

la PCa pour améliorer le pronostic vital au couesl'thfection par bacille gram négatif
(Taylor, 1987).

(7
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Figure 23 : Impact de la Protéine C activée au cosrdu sepsis chez I'animal

D’apres Taylor (Taylor, 1987)

Apres la mise au point d’'une forme purifiée recamabite humaine de PCa (drotrecogin
alpha) a partir de lignées cellulaires, par leoiatoires Lilly Eli (Yan, 1990), rapidement
furent mises en place des essais de phase | détade b montrant la relative bonne tolérance
de cette molécule et ses effets bénéfiques polestie la coagulopathie au cours du sepsis
(Bernard, 2001).

Une étude randomisée contrélée versus placeboakepH, « the Protein C Worldwide
Evaluation in Severe Sepsis (PROWESS) » était dtngar Bernarcet coll. afin d’évaluer
I'efficacité de la PCa recombinée sur la mortaligs patients en sepsis sévere (Bernard,
2001). Comme l’illustre I&igure 24, sur un collectif de 1690 patients inclus (850 patie
sous PCa et 840 sous placebo), le traitement parr@&mbinée améliorait le risque absolu
de mortalité a 28 jours de 6.1% (24.7 % versus®@0B-0.005). Dans ce travail, le « prix a
payer » était une augmentation relative du risgemdrragique (3.5% versus 2%, p=0.06).

Ces résultats ont permis la commercialisation a®AUbuis en Europe de cette molécule
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(Drotrecogin alpha, Xigris®, Lilly Eli) pour la me en charge

du sepsis sévere pour ses
formes les plus séveéres.
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Figure 24 : Survie sous PCa au cours du sepsis sév€Etude Prowess)
D’aprés Bernard (Bernard, 2001)

Cependant les résultats de ces travaux sont taugmntroversés, quant au design et aux
interprétations cliniques, mais aussi, car ils rmivaient s’appuyer sur un substratum
physiopathologique clair. En effet, ce travail €gar exemple, dans I'incapacité de démontrer
en dehors des effets sur les parametres de lalatagyun effet significatif sur les cytokines
de l'inflammation examinées (TNé&-IL-1p, IL-6, IL-8 et IL-10) (Dhainaut, 2003).

Ces résultats, malgré la commercialisation du ptppistifiaient de poursuivre les essais
clinigues et aussi de poursuivre la recherche dfmméliorer la compréhension des
mécanismes protecteurs de cette molécule, au dé&aabagulation.

lll. B) La PCa: Effets cytoprotecteurs

La PCA a des effets protecteurs d’abord, par sée diérect favorisant la baisse de
génération de thrombine, puissant activateur @tkilde I'inflammation.
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Cependant la PCa a des effets directs cellulamdépendants de la thrombine, qui vont
étre rapportés. C’est par l'interaction avec sarepéeur spécifique EPCR et le récepteur-
effecteurprotease activated receptdr (PAR-1), que la PCa agit directement sur lekiles
pour exercer une action sur diverses cibles (astmaiotropiques), avec de multiples effets

cyto protecteurs parmi lesquels:

- La modulation de la régulation des génes
- La protection du role de barriére de I'endothélium
- L’activation de la « machinerie » anti inflammaéoir

- L’activation du systéme anti apoptotique.

On voit déja que la dichotomie « effet sur la cdagon/effet sur la cytoprotection » a
un substratum biochimique avec des ligands et élespteurs différents pour la PCa. Cela
permet alors d'envisager des voies de recherche ©es formes de variants de PCa
conservant les effets potentiellement anti inflaninas et dénués d’effet anticoagulant par

exemple (Mosnier, 2007).

. B. 1) Le récepteur PAR

Figure 25 : Le récepteur PAR
D’apres Griffin (Griffin, 2007)

Les récepteurprotease activated receptofPAR) sont des récepteurs a 7 domaines
transmembranaires couplés a des protéines G. Cepte@rs sont activés par clivage d'une
extrémité N terminale extra cellulaire par les doesi 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 aquutg@tre clivé, activé a la fois par la
thrombine et a la fois par la PCa avec des effetslus souvent inverses (Ruf, 2004). Les
mécanismes régulants ces effets respectifs sontcomapris (Ludeman, 2005; Riewald,
2005).

Les mécanismes anti inflammatoires et cyto protestele PCa passent, en présence
d’EPCR, par sa «complexation » avec ce réceptediR-P. Grace a ses propriétés
amidolytiques, la PCa clive Par-1 et déclenche \d#es de signalisation intracellulaires
comme celles des MAP kinases et/ou des PI3 Kinagessont des voies de signalisation
préférentielles impliquées dans l'activation TMFCes mécanismes ont été démontrés a la
surface des CE mais aussi d'autres cellules conasiedllules mononuclées, les CML ou
encore les cellules neuronales (Riewald, 2002; DQomo2003; Feistritzer, 2006;
Bretschneider, 2007)

Pour cette nécessaire collaboration, ces 2 réeaspERICR et PAR sont regroupés, co
localisés avec la TM également sur des zones deleaux lipidiques » (Bae, 2007). La

dépendance entre PAR-1 et EPCR est encore discutée.

. B. 2) Role de la PCa dans I'expression des génes

La PCa régule directement ou indirectement de nembigenes. Elle implique une
baisse de régulation des génes codant pour uneitécpro inflammatoire et/ou pro
apoptotique et inversement sur-régule les geneantqubur une activité anti inflammatoire
et/ou anti apoptotiquel@bleau 4). Ces effets passent essentiellement par la vBi&B une
des voies intra cellulaires préférentielles detieation par le TNFa (Joyce, 2001; Riewald
Ruf, 2005). Pourtant, c’est via ce méme récept@R-B qu’a la fois la thrombine et la PCa
aux effets opposeés, peuvent agir en intra celkila@’est en fonction du contexte (par
exemple, lorsque la CE est activée notamment pdiNIE-o) que ce récepteur alors activé
induit des signaux intracellulaires différents eind des effets différents (Cheng, 2003;
Riewald Ruf, 2005).
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Les protéines NkB sont des activateurs transcriptionnels préseas ¢a cellule sous
forme de dimeresHgure 26). Les membres de cette famille sont au nombrarag: @50 (et
son précurseur p105), p52 (et son précurseur ptd@), p65 (aussi appelée relA) et relB.

En l'absence de signaux extracellulaires spécigues diméeres NkB sont retenus
dans le cytoplasme sous une forme inactive par ilgeraction avec les molécules de la
famille IkB. Cette famille de protéines comprend cing membie8a, 1kBp, IkBy, et les
précurseurs pl05 et pl00, qui ont donc une doubketibn. A la suite de diverses
stimulations (par le TNk notamment), les moléculexB sont phosphorylées par un
complexe kinase composé de trois sous-unités : seus-unités catalytiques (Ikket IKKp)
et une sous-unité régulatrice, NEMO/IKK Ces phosphorylations entrainent
'ubiquitinylation des kB puis leur dégradation (par le protéasome 26S)quiea pour
conséquence de permettre aux dimérexBRIEétre transportés dans le noyau ou ils se fixent

sur les promoteurs de leurs genes cibles (Zinga2el05).

Deux voies d’activation de NkB ont été caractérisées. La voie dite canoniguwtuiie
par les signaux classiques comme le TdJnplique NEMO et les kinases IkKet IKKp, et
aboutit a la dégradation complete des inhibitexiBs libérant des complexes de type p50/p65.
La voie alterne (induite par des molécules commigrfgohotoxinep, BAFF et le ligand de
CD40) implique les protéines kinases NIK et ket conduit & la dégradation partielle du
précurseur p100, libérant ainsi des complexes ke pp2/relB et p52/relA.
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Figure 26 : La voie NF-kB
D’aprés Bonizzi(Bonizzi, 2004)

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

Sur régulation par la PCa

BCL2A1 Al 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
IL1IR-1 IL1IR-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-Al Chemoattraction
ICAM-1 ICAM-1 Adhésion
IL1IR-1 ILIR-1 Inflammation
LTB LT-B 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 genes régulés par la PCa

D’aprés Mosnier (Mosnier, 2007)
La voie NF«B est cruciale car elle contréle un grand nombeegé&hes codant pour des
cytokines, chemokines, molécules d’adhésion, médécregulatrices de I'apoptose et de la

prolifération cellulaire(Chen, 2004).
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. B. 3) PCa : Effets sur le réle de barriere endothéliale

La rupture des jonctions entre les CE activéesamptent au moment du sepsis est un
des facteurs pivots dans la pathogénie de I'inflation. En effet, la perte d’intégrité du réle
de barriere mécanique, la perte de continuité e@rane permeéabilité endothéliale accrue,
une fuite protéique vers la matrice responsabl@alaggravation hémodynamique et d’'une
aggravation des phénomeénes inflammatoires (McVe2g04). Ces processus sont treés
impliqués dans la sévérité du sepsis, et en pédicdans la pathogénie des défaillances

viscérales.

La fixation de la PCa sur le récepteur PAR-1, léeea de maniére dépendante de
'EPCR, induit la sphingosine kinase-1 (SphK-1) qiait sur exprimer la protéine
intracellulaire la sphingosine-1- phosphate (SEHRUre 27). S1P active son récepteur trans
membranaire couplé a des protéines G, le récefteRr (Feistritzer, 2005; Finigan, 2005).
Ce récepteur induit des voies de signalisationlavitamille Rho et les MAP Kinases (dont
notamment ERK 1/2) pour réduire la perméabilitéathéliale, restructurer le cytosquelette et
le stabiliser.

La thrombine puissant activateur cellulaire a dést®cellulaires inverses, pourtant via
le méme récepteur. Ces messages cellulaires santcptie voie, modulés dans un sens ou

I'inverse, en fonction de l'intensité de l'induatiale S1P.
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Figure 27 : Rble de la PCa dans le maintien de lakriere endothéliale
D’aprés Mosnier(Mosnier, 2007) et Feistritzer(Feizer Riewald, 2005)
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D’autre part la voie des sphingosines (S1P) icriteet induite par la liaison PCa/PAR-
1 a également des effets et/ou des interactions l@gevoies de I'apoptose et de la survie

cellulaire.

. B. 4) PCa : Effets Anti apoptotiques

L’apoptose est un processus complexe, finementégégu amene la cellule jusqu’a la
mort programmeée, par opposition a la nécrose (Gr2@ds). L'effecteur terminal en est le
cytochrome ¢ au niveau mitochondrial. Les effets8 apoptotiques de la PCa ont pu étre

démontrés ivitro comme invivo (Bilbault, 2007)

Le signal intra cellulaire repose toujours sur ignal PCa sur PAR-1 en présence

d’EPCR au niveau de la membrane cellulaire, notam@edothéliale (Mosnier, 2003).

Les signaux induits sont de 2 ordres. En effeexibte une régulation directe par un
« signaling » non encore clairement identifié vées 2 voies de l'apoptose cellulaire
(intrinséque et/ou extrinseque). D’autre part, paoe bonne partie, il existe un effet sur les
voies de I'apoptose via I'effet régulateur de I'esgsion des genes, par I'effet sur la voie NF-
kB (cf Tableau 4).

Sur la voie intrinseque, 'APC module I'expressides molécules pro apoptotiques
comme p53 et Bax et maintient I'effet protecteuti @poptotique de Bcl-2 (Joyce, 2001;
Cheng, 2003; Guo, 2004). L'APC agit également auvdie (extrinséque) des caspases en
inhibant les caspases initiatrices (caspases &)aautant que les caspases (3) effectrices
(Guo, 2004; Liu, 2004).

lll. B. 5) PCa : Effets Anti inflammatoire

Les effets anti inflammatoires démontrés pour GaRouchent 2 cibles, les CE et les

lignées leucocytaires. Ces réactions sont compléxefet de la PCa sur ces cellules passe
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essentiellement par I'inhibition de la voie NB-et des cytokines qui en dépenderdl{leau
4), via I'activation de Par-1 et EPCR (Opal, 2003).

Les conséquences en sont essentiellement une lulsBexpression des médiateurs
inflammatoires de I'endothélium, et une baisse 'dgpression des molécules d’adhésion
telles que ICAM-1, VCAM-1 et E-Esel a la surfaces d&E (Joyce, 2001; Joyce, 2002; Joyce,
2004).

L'EPCR on l'a vu est exprimé sur une bonne partie ld lignée monocytaire et
macrophagique. Par l'activation PCa /PAR, la PCaaare une diminution de I'expression
des cytokines induites (ILBlet TNF«) surtout, du fait de I'extinction de la voie NdB. Est
également inhibé le relargage de chemokines tejles MIP-1 ou MCP-1 par la lignée
monocytaire (Brueckmann, 2004)

Plus récemment a été montré un effet inhibiteulad@Ca sur la migration leucocytaire
des neutrophiles via des intégrines, cette foind@pendamment d’EPCR (Elphick, 2009)

Dans ces mécanismes, il ne faut pas oublier lesaations entre 'TEPCR soluble, les
PR3 et les intégrines Mac-1 des polynucléaires demtmécanismes ne sont pas encore

élucidés (Kurosawa, 2000).

Au total, ces activités anti inflammatoires de [@aP qu'il est difficile d’individualiser
des propriétés anti apopototique et de protect®radbarriere endothéliale, conduisent en
phase d’activation inflammatoire, a diminuer lenslutactisme, diminuer le « rolling » a la
surface des CE, a diminuer I'adhésion leucocytaira diminuer I'accumulation cellulaire

inflammatoire dans les tissus.

lll. C) La PCa: Effets vasculaires et hémodynamiques

La dysfonction endothéliale au cours d’'un seps@@sionne un déséquilibre entre tonus
vasoconstricteur (catécholamines, angiotensine,onthoxane....) et vasodilatateur
(prostacycline, peptides atriaux natriuretiques,, [d@&nosine...). Le tonus vasoconstricteur,
la réactivité vasculaire et la sensibilité aux aswstricteurs sont diminués au cours du sepsis.

Méme si l'essentiel de ce travail s’est focalis& $es propriétés intracellulaire
cytoprotectrices de la PCa, en particulier sur@&s il faut rapporter que cette molécule a

également des mécanismes d’action vasculaires.
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L’'importance de ces effets avait été suspectétesuésultats de « Prowess » qui avaient
montré une amélioration rapide des défaillancedicairculatoires chez les malades recevant
la PCa. Ces données ont été confirmées par exemyledes analyses fonctionnelles
d’amélioration de la microcirculation sous PCa som des cohortes de patients (De Backer,
2006).

Des études animales chez le rongeur, ont montrd'ufilssation de PCa recombinante
d’abord a doses supra thérapeutiques (Favory, 2q8163 a doses thérapeutiques, au cours de
chocs endotoxiniques, entrainait une amélioratiapide des parametres vasculaires et
cardiaques. Ces processus sont essentiellementeségar la voie de la NO synthase
endothéliale (via AKt) et la voie TN&ANF-xB (Sennoun, 2009; Sennoun, 2009).

Les démonstrations chez I'homme sont encore pawftrekevront étre explorées plus
finement avec les résultats des études cliniquesnir (« Etude PROWESS Shock » par

exemple).
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Partie 4] OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE

L'unité INSERM U643 (dirigée jusqu'a réecemment pgarPr Soulillou), adossée au
service clinique de Transplantations Rénales du @dWantes dans le cadre d’'un institut
(Institut thématique Transplantation-Uro-NéphroJN) a pour centre d’intérét les « Immuno
interventions dans les Allo et Xéno transplantaion Au sein de cette unité, s’est
individualisée I'équipe dirigée par Béatrice CHARRE dont l'activité de recherche est
depuis plusieurs années, centrée sur la celluletkélinle (« Effecteurs et mécanismes de la
dysfonction endothéliale au cours de la transptenmay). En effet, au cours de la
transplantation d’organe solide notamment rénaetivation et la dysfonction endothéliale
participent pleinement a [linitiation et au dévglement des meécanismes de rejet.
L’activation des CE induit le recrutement et I'itfation des leucocytes dans le greffon autant
que des troubles de I'hnémostase dans la microetiounl, initiant ainsi les épisodes de rejet

aigu. La dysfonction endothéliale est égalementdement impliquée dans le rejet chronique.

Un des axes de recherche de I'équipe est donmtifdmtion des mécanismes et des
effecteurs de la dysfonction endothéliale afin divelopper de nouvelles stratégies de

prévention ou de traitement des rejets en all@pbxransplantations.

Par ailleurs, il n'est plus nécessaire de démofitreplication forte de I'activation et de
la dysfonction endothéliale au cours du sepsishgbagie majeure dans un service de
réanimation. Il semblait alors tout a fait natutel nouer des collaborations entre I'équipe de
Réanimation Médicale du CHU de Nantes (Pr. D. Y&llet I'équipe de recherche dirigée par
Béatrice Charreau sur la thématique de la dysfonatndothéliale notamment au cours du
sepsis et son intrication avec I’hémostase. Leeprd¢ recherche pour le travail de Master 2
puis de These s’est monté dans le contexte d’'uatqessionné sur l'intérét thérapeutique de
la protéine C activée recombinante (drotrecogihalXigris®, Lilly) apres les publications de
'étude randomisée multicentrique (Prowess) momttantérét de cette thérapeutique au
cours du choc septique chez I'adulte (Bernard, 2@01les travaux de confirmation dans une
étude ouverte de tolérance (Vincent, 2005).
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Nous avons décidé de travailler dans 2 directidiaalyse de la régulation des formes
membranaires et solubles de 'EPCR et analysenéEsmnismes d’action intracellulaires de la
PCa recombinante.

) Régulation des formes membranaires et solubles d&PCR

I.A) Contexte

La voie de la protéine C activée et son importatares le sepsis ont commencé a étre
explorés dans la décennie 1990-2000. C’est notamered994, qu'a été décrit le récepteur
endothélial de la protéine C et son role de cotacttans l'activation de la protéine C
(Fukudome Esmon, 1994). Ce récepteur a été dérribe une protéine membranaire sur les
CE mais aussi comme pouvant libérer une forme $mlabculante.

En 1998, ont été publiés des résultats prélimisaiu@ montraient I'élévation des taux
sanguins de la forme soluble de 'EPCR au courseasis en comparaison a des volontaires
sains et/ou des malades avec une maladie inflanmagtopus)(Kurosawa, 1998). En méme
temps que se mettait sur pieds notre projet, anpabliés des travaux confirmant des taux
significativement élevés d'EPCR chez des maladesepsis sévere a I'admission (Liaw,
2004).

I.B)  Objectifs

La premiere partie de ce travail de these a cansistia réalisation d’'une étude clinique
observationnelle sur une cohorte de 40 patientepsis sévere. L'objectif (et I'originalité) de
ce travail résidait principalement en la réalisatdune étude cinétique (notamment de
'EPCR soluble) avec des prélévements sanguindséSalsur 5 jours consécutifs, des
'admission et les 4 jours suivants. Cela permetticonstitution d’une sérothéque pour
analyse ultérieure. Cette cohorte de malades segstiglevait étre comparée a 2 autres
cohortes, 1 de malades inflammatoires (maladie @égaier) et une cohorte de volontaires
sains. Ce travail avait pour objectif non pas digser un dosage statigue d’EPCR a
ladmission mais d’analyser des variations de tawec un aspect dynamique, et de
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rechercher les facteurs (liés au patient ou a s$holmgie) qui pouvaient influencer ces
cinétiques.

Cette étude devait s’appuyer sur un travail plusléonental d’analyse concomitante des
formes membranaires et solubles de 'EPCR donédalation respective est mal comprise.
Nous avons pu bénéficier de I'apport d’'une bio hemde CE de type HAEC que I'équipe de
recherche a constituée depuis des années. Cetgebarllulaire a permis sur des cultures
cellulaires endothéliales primaires au repos oiveées par divers stimuli inflammatoires
d’analyser le régulation de 'EPCR a la fois sumi@mbrane cellulaire et dans les surnageants
pour les formes solubles. Nous avons voulu cargetécette régulation et rechercher les
facteurs qui l'influencaient. Nous nous sommes mobent intéressés a l'impact dans la
régulation invitro du génotype (de I'haplotype A3 et du sexe maspulim effet, ces 2

facteurs semblaient influencer les taux d’EPCRutanat invivo (volontaires sains).

[I) Mécanismes d’action de la PCa

lI. A) Contexte

Malgré la publication en 2001 de résultats possifs la mortalité quant a l'utilisation de
la PCa recombinée (drotrecogin), les débats étmeamses (et le restent d’ailleurs), en partie
devant le peu de travaux expliguant de maniereecl@Es mécanismes d’action de cette

molécule au cours de cette phase inflammatoireeprésente le sepsis sévere.

II. B) Obijectifs

Nous avons mené des travauwitro visant a évaluer les effets anti inflammatoire®cy
protecteurs de la PCa recombinée sur les CE, efysand notamment les signaux
intracellulaires induits. En particulier, nous asowoulu nous focaliser sur les voies de
signalisation des PI3 Kinases, des MAP kinasexellié«B induites par le TNF et/ou la

PCa et les interactions entre ces différentes voies
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[II) Organisation du travail de these

[ll. A) Etude clinique

Ma participation directe dans ce travail de thesété d’abord de mettre en place I'étude
observationnelle clinique (« EPCR sepsis ») daseteice de Réanimation médicale du CHU
de Nantes. Ce travail a débuté par I'écriture dajgbren collaboration avec Beéatrice
Charreau et la Direction de la Recherche Cliniqueamment la cellule méthodologique) du
CHU de Nantes. Le travail a consisté égalementdiention des autorisations éthiques,
réglementaires et administratives ainsi qu’en kheeche d’'une partie du financement. La
gestion du protocole dans le service de Réanimatiété placée sous ma responsabilité, en
collaboration avec les autres praticiens du ser(iicgusion, consentement de participation,
gestion des préléevements sanguins pour constitutiem la serotheque, «data

management »....).

Enfin les analyses statistiques, relativement cexgd compte tenu de la méthodologie
(cf manuscrit) ont été réalisées en collaborattonité avec le Pr V. Sébille, responsable de la
plateforme de Biométrie au CHU de Nantes et dedifg d’Accueil 4275 («Biostatistique,

Recherche Clinique et Mesures Subjectives en Santé»

lll. B) Analyses de laboratoire

Pour les analyses de laboratoire réalisées audseli®équipe de recherche, ces travaux
ont la particularité d’avoir utilisé un éventailsag large des techniques actuellement a
disposition. Sous la direction de Béatrice Charreatte équipe de recherche est constituée de
membres, doctorants, ingénieurs, ou techniciensmnamient I'intégralité de ces techniques.
Cependant, chacun des membres titulaires a prs gadiculierement I'expertise dans une

des techniques, pour gagner en performance etéatiéncadrement et la formation.

Ainsi au cours de ce travail de these, j'ai d’abpudapprendre et maitriser les techniques
de cultures de CE en collaboration avec toute Ifgu
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J'ai pu réaliser I'analyse de I'expression des gires membranaires et/ou solubles par
technique ELISA, ELISA cellulaire, cytométrie detl marquage par immunofluorescence
et/ou Western Blot, en collaboration avec Béatricbarreau, Mathias Chatelet, Julie

Devalliere, Pierre Tonnerre et Nathalie Gérard.

Les extractions d’ADN avec analyses génomiqueftintéalisées en collaboration avec
Nathalie Gérard.

Enfin, les autres techniques de biologie moléceléixtraction d’ARN, PCR, RT-PCR,
Tagman?®, transfection de génes reporters, SiRNAont)été réalisées en collaboration avec
Béatrice Charreau, Thibaud Quillard et Nathaliea®akr

[ll. C) Rédaction des articles

La rédaction des 3 articles présentés ici a étéségaen étroite collaboration et sous la

direction de Béatrice Charreau.
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Partie 5] TRAVAUX, RESULTATS ET PUBLICATIONS

[) Article 1 : “Circulating Endothelial Cell Protein C Receptor :
Endothelial regulation and cumulative impact of geder and A3

haplotype”

par Guitton C, Gérard N, Quillard T, Charreau B.

I.A) Résumé de larticle

I.A. 1) Rationnels et Objectifs du travail

L’EPCR, pour sa forme membranaire, via I'activata®nla protéine C, semble avoir un
effet négatif sur la coagulation et l'inflammatioGependant, les facteurs et mécanismes
régulant, notamment au cours de l'inflammationygession des formes membranaires et le
«relargage» des formes solubles de 'EPCR restefours mal connus. Les objectifs de ce
travail ont été d’évaluer la régulation simultai&eces 2 formes (membranaire et soluble) au
cours de I'inflammation et notamment d’analyserslompact respectif de I'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 idg aombreuses années et a permis de
faire progresser de nombreux travaux fondamentawitro (Jaffe, 1973). Au départ décrite
pour des CE issues de cordons ombilicaux, la @illerCE a pu étre étendue a d’autres types

cellulaires, par exemple les HAEC.
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Pour la plupart des travaux vitro réalisés dans notre équipe de recherche, desexultu
primaires de CE humaines ont été utilisées. Il is'dg cellules endothéliales d’origine
artérielle (HAEC) issues de rebus de chirurgievenant de recoupes d’arteres au cours de
transplantations d’organes.

L’isolement de ces cellules est réalisé a partired®upes d'artere de bon calibre (artere
rénale et/ou aortique). Les CE sont décollées denddrice artérielle par action de la
collagénase et les CE sont ensuite cultivées, @spltiées grace a la technique de billes
marquées spécifiquement avec un anticorps anti C&)#kifique des CE. Ces cellules ont été
caractérisées par I'équipe de recherche (Le BasaBaet, 2003), elles expriment des
molécules de surface spécifiques de cellules eétiakbs (CD31, CD146 et ICAM-2) et des
marqueurs d’activation (E-Selectine , VCAM-1) indupar des cytokines .

Figure 28 : Culture de cellules endothéliales a clmence

Les cellules sont cultivées en atmosphére humid@éQq35%C0O2) en boites de Petri
traitées préalablement par de la gélatine 1%. Q#ares se déroulent en milieu spécifique
« Endothelial Cell growth Medium » (Kit PromocdHgidelberg, Allemagne). Ce milieu est
supplémenté en serum de veau feetal 10%, en factewmissance ECGS/C (0.4%), human
basic fibroblast growth factor (hbFGF) (1ng/ml),nan epidermal growth factor (hEGF)
(0.1ng/ml), en hydrocortisone (1pg/ml), en Amphiciee B (50ng/ml), en gentamycine
(50ug/ml), en pénicilline (10000U/ml)-streptomydqib@mg/ml) (Sigma-Aldrich Co) et en
glutamine (2mM). Les cellules sont amplifiées apragement avec de la trypsine et sont
cultivées jusqu’a confluenc€&igure 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 trasalax téte d’'une « bio-banque »
cellulaire unique de plus de 50 CE issues de rezpdfartére rénale collectées au moment du
prélevement d’organe (Coupel, 2004). Il s’agit ddhune banque cellulaire de type Cellules
Endothéliales Humaines d’origine Artérielle (HAEQ@es cellules étaient cultivées a des
passages cellulaires entre P2 et P5, jusqu’'a @tk et éventuellement activées, par du
TNF-a, de I'lL1-B ou de I'Interferony. Des inhibiteurs type Actinomycin D, Cycloheximide
et Galardin pouvaient si nécessaires étre utiksepré-incubation 1 heure avant I'activation
par le TNFe.

Ces cultures cellulaires imitro permettaient d’analyser I'expression membranaes d
protéines (notamment 'EPCR) et en méme temps Iyaradu surnageant de culture afin
d’analyser les formes solubles des protéines léggdans le milieu de culture. Trente et une
de ces CE ont été plus précisément étudiées. D ghs prélevements sanguins étaient
disponibles pour 18 patients parmi les donneurggdite dont sont issus les cultures
primaires d’'HAEC.

Cette collection permettait donc d’avoir acces dmigre concomitante a I'analyse par
cellule, notamment pour 'EPCR, du génotype, degfession des formes membranaires, des
dosages des formes solubles libérées dans le samagt des formes solubles analysées dans
le sang invivo au moment du don d’organe.

Enfin, des préléevements sanguins ont été analyséare cohorte de 100 volontaires

sains (Etablissement Francais du Sang).

Du point de vue des techniques de biologie molé&ylane analyse du génotype par
isolement d’ADN était réalisée sur cette collectdHAEC, notamment pour rechercher
I'haplotype A3. Une analyse de I’'ARN était réaliggse RT-PCR pour le gene de 'EPCR.

L’expression membranaire de 'EPCR sur les cell@rdothéliales était analysée par
technique d’ELISA cellulaire, par cytométrie dexflet/ou par Western-blot.

L’'analyse de I'expression des formes solubles d'EBRI@ns les substrats liquidiens, type

surnageant ou sang, a été réalisé par Westerodloar technique ELISA (Stago®).
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I. A. 3) Résultats

I.A.3.a) Effet de l'inflammation endothéliale

L’analyse concomitante des formes membranairesoleibles invitro permettait de
démontrer que linflammation (médiée par LPS, T&yFeu IL1$ et non par I'IFNy)
diminuait significativement I'expression membraraifEPCR a la surface des CE. Dans le
méme temps un relarguage progressif des forme$lsesld’EPCR était constaté, sans qu'il

soit augmenté par la stimulation inflammatoire &motent par le TNIe).

Sur 45 cellules de la bio collection de CE dongémotype était disponible, 7 étaient
porteuses de I'haplotype A3. Parmi les 45 CE, 3tLleanune exploration concomitante de
'expression des formes membranaires et solubles'ElRCR. Cette analyse montrait
limportante variabilité de I'expression de ces @nfies dEPCR et ce, quel que soit
'haplotype A ou A3. Il ne semblait pas exister darélation directe entre I'expression

membranaire et la libération dans le surnageant.

I. A. 3. b) Effet de I'haplotype A3

Pour 18 des 31 cellules explorées en détail, dékeymments sanguins (collectés au
moment du don d’organe) étaient disponibles posade de 'EPCR soluble dans le sang. De
facon cohérente avec la littérature, les taux sasgie SEPCR étaient significativement plus
élevés chez les porteurs de I'haplotype A3 paragmux autres haplotypes. Par contre, entre
ces 2 groupes d’haplotypes, il n’existait pas d&dince d’expression membranaire ou des
taux de SEPCR dans les surnageants de culturéagellin vitro. La stimulation endothéliale
par le TNFe avait un effet exclusif sur I'expression membraman la diminuant sans effet
sur le relargage des formes solubles, quelquel’sajtlotype. Ces analyses confirmaient la
grande variabilité de I'expression basale ainsidggréponses a la stimulation endothéliale.
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I.A.3.c) Effet du caractéere sexuel

Les hommes avaient des taux sanguins de sEPCRicGgmement plus élevés (mesurés
sur la cohorte de volontaires sains et confirméslawohorte de donneurs d’organes). Par
contre, il n'existait pas non plus de différencéeliau sexe sur I'expression membranaire
d’EPCR par les cellules ou les taux de sEPCR damsurnageants. Ces données confirmaient
encore I'absence de corrélation (au moingiiro) entre les taux plasmatiques et I'expression
endothéliale. Il n’existait pas non plus d’influenienportante du sexe sur la régulation par le
TNF-o des formes membranaires et solubles de 'EPCR.

Au total, ces données confirmaient que le caracereiel (masculin) et le portage de
I'haplotype A3 exercaient une influence forte etépendante sur les taux circulants d’EPCR
mais que ces 2 caractéristiques avaient égalemeantpact cumulatif.

I. A. 4) Conclusions

Ces travaux démontrent que le sexe est un factajgumassocié a I'haplotype A3 pour
déterminer les taux circulants d’'EPCR dans le sal@ps des conditions basales
physiologiques.

In vitro, I'inflammation diminue I'expression menaraire d’EPCR en conservant la

production de formes solubles.

[.B) Publication

Cet article a été accepté pour publication dansnabwf Vascular Researdd Vasc
Resarch 2011 ; 48 : 336-346]
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Abstract

Background: The endothelial cell (EC) protein C receptor
(EPCR) negatively regulates coagulation and inflammation.
Factors and mechanisms regulating the expression of cell-
bound EPCR and the release of soluble (s) EPCR are still un-
clear. Methods: We investigated the reciprocal regulation of
membrane-bound and sEPCR upon inflammation using pri-
mary cultures of vascular EC. The impact of 2 parameters,
gender and EPCR gene A3 haplotype, on sEPCR plasma basal
level and endothelial expression was examined by Elisa and
flow cytometry. Results: Exposure of EC to tumor necrosis
factor e causes a rapid downregulation of membrane-asso-
ciated EPCR expression without affecting markedly the
spontaneous release of sEPCR by EC. In a cohort of 100
healthy donors, we show that males express significantly
higher basal sEPCR in plasma than females (194 + 12 vs. 145
+ 9 ng/ml, respectively, p < 0.01). Both gender and EPCR A3
haplotype affect sEPCR plasma levels but have no apparent
effect on EPCR expression by EC. No quantitative correlation
between cellular expression and circulating blood sEPCR

was observed, suggesting that endothelial expression may
not reflect the plasma level. Conclusion: Male gender is an-
other parameter with A3 haplotype associated with elevated
sEPCR levels in blood, and both parameters may contribute
to selective regulatory mechanisms of EPCR release uponin-

flammation. Copyright @ 2011 5. Karger AG, Basel

Introduction

The protein C (PC) anticoagulant pathway is a major
system that prevents blood coagulation; its impairment is
known to influence vital outcome in severe inflamma-
tory diseases such as sepsis [1, 2]. This pathway involves
2 circulating proteins, PC and protein S [3], and 2 endo-
thelial receptors, thrombomodulin [4] and the endothe-
lial cell (EC) protein C receptor (EPCR). Conversion of
PC to activated PC is initiated by thrombin bound to
thrombomodulin on EC surfaces. Binding to EPCR in-
creases the rate of PC activation by thrombin-thrombo-
modulin complexes [5]. Once activated, PC has antico-
agulant effects but also exhibits anti-inflammatory [6, 7]
and antiapoptotic effects [8, 9]. Recent findings demon-
strate that EPCR also serves as a cellular binding site for
factor VII/factor VIIa [10]. Factor-VIIa-EPCR binding re-
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duces factor VIla coagulant activity and facilitates factor
VIla endocytosis and clearing from vessels [11].

EPCR (CD201) isa46-kDatype I transmembrane pro-
tein, which is expressed mainly on the luminal surface of
EC from large vessels and which is homologous to major
histocompatibility complex class I/CD1 family proteins
[12]. Disruption of the EPCR gene in mice causes placen-
tal thrombosis and early embryonic lethality confirming
the key role for EPCR in controlling coagulation [13].

In addition to a transmembrane cell-bound form, a
soluble form of EPCR (sEPCR) has been described in
plasma [14]. sEPCR can be generated by ectodomain
shedding [15] mediated by TACE/ADAM17 [16] or/and by
alternative mRNA splicing in haplotype-A3-carrying
cells [17]. sEPCR binds both PC and activated PC with an
affinity similar to that of membrane EPCR [18]. Binding
of activated PC to sEPCR interferes with binding of acti-
vated PC to phospholipids and inactivation of factor Va.
Furthermore, binding of PC to sEPCR does not enhance
activated PC generation, suggesting a procoagulant effect
of sSEPCR [11, 19].

EPCR levels vary in a wide variety of pathophysiolog-
ical conditions, and the consequences depend partly on
whether it is the membrane-associated or soluble form
that is affected [14, 20, 21]. While the role of membrane-
associated EPCR is clearly antithrombotic and anti-in-
flammatory in physiological circumstances, the function
of the circulating sSEPCR remains unclear.

Regulation of circulating sEPCR versus cell-bound
EPCR in physiological condition and upon inflammatory
disease has not been determined. Although the EPCR
gene A3 haplotype has recently been found to be a major
determinant of SEPCR levels in blood, only few data are
yet available concerning its effect on EPCR expression at
the EC surface. Moreover, whether other factors affect
cellular and circulating EPCR is still unknown. In the
present study, we first investigated the reciprocal regula-
tion of membrane-bound EPCR and sEPCR upon in-
flammation using a collection of primary cultures of vas-
cular EC. Next, the impact of 2 parameters, gender and
EPCR gene A3 haplotype, that we found to affect sSEPCR
plasma basal levels were further examined.

Materials and Methods

Cell Culture and Reagents

Forty-five primary cultures of human arterial EC were iso-
lated from organ transplant donors at the time of transplantation
and characterized as we previously reported [22]. For activation,
confluent EC monolayers were cultured with human tumor ne-

Regulation of Circulating EPCR

crosis factor-a (TNF-a), interleukin (IL)-1p or interferon (IFN)-
v (both from R&D Systems, Lille, France). Primary cultures were
used between passages 2 and 5. When applicable, cells were pre-
incubated with inhibitors for 1 h before incubation with TNF-a.
Actinomycin D, cycloheximide and galardin were purchased
from Calbiochem (St-Quentin-Fallavier, France).

Blood Sampling

Blood samples from healthy adult blood donors (n = 100 indi-
viduals) were provided by the Etablissement Francais du Sang
(Nantes, France) and used as controls. Blood samples from brain-
dead transplant donors (n = 18) were collected at the time of organ
procurement concomitant to EC isolation.

Research Ethics

Informed consent was obtained prior to blood collection and
before inclusion in this study for the collection and storage of
cells, isolation of DNA and determination of gene polymor-
phisms. The study was approved by the local medical and ethical
committee (Nantes University Hospital, France).

DNA Isolation and EPCR Genotyping

Genomic DNA was extracted from cultured EC (3 x 10° cells)
using the proteinase K/phenol-chloroform method. The frequen-
cy of the A3 haplotype of the EPCR gene was screened using
the -1651(C/G) polymorphism. The upstream primer 5'-GCT-
GAAATTTTGTATTCTGTCC-3" and the downstream primer
5'-CCAGTATAATGGCTACATTTTACC-3' were previously de-
scribed [21].

RNA Analysis and RT-PCR

RNA was isolated using Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad,
Calif., USA) and treated with Turbo DNase® (Ambion, Austin,
Tex., USA) before reverse transcription (RT). Semiquantitative
PCR for EPCR and GAPDH was carried out for 25-30 and 20
cycles, respectively, as follows: 94°C for 30 min, 60°C for 30 min
and 72°C for 30 min, with a final extension at 72°C for 3 min.
PCR primers were: sense EPCR4993For 5-CCCAGACACCA-
ACACCACG-3', antisense EPCR7320Rev 5-GTCTGTCTTTG-
GAGGATGGGCC-3" for EPCR, and sense 5-TCATCCCTG-
CCTCTACTG-3', antisense 5'-CACCACCCTGTTGCTGTA-3'
for GAPDH. PCR products were separated on a 1.5% agarose gel
in the presence of ethidium bromide.

Quantitative PCR was performed using the ABI Prism 7700
and 7900 sequence detection application program (PE Applied
Biosystems, Foster City, Calif., USA). Relative expression was cal-
culated according to the 2-2ACt method, as previously described
[23]. Custom primers for EPCR (for EPCRIU: 5-GCGGAA-
AACACGAAAGGGAG-3" and EPCRIL 5-CAGTGGGCAGA-
TGTGGGAGA-3") were obtained from MWG (High Point, N.C.,
USA). Primers and probes for the HPRT gene were purchased
from Applied Biosytems (HPRT; Hs99999909_m1).

Elisa Assays for Membrane-Bound EPCR and sEPCR

For cellular Elisa, EC were grown to confluence and then treat-
ed with cytokines on 96-well plates. After treatment, cells were
fixed in glutaraldehyde. EPCR detection was achieved using anti-
EPCR goat IgG (R&D Systems) at 5 pg/ml and revealed using
peroxidase-labeled anti-goat antibodies (Serotec, Martinsried,
Germany). Quantification of sSEPCR in plasma samples and cul-
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ture supernatants was carried out using Elisa kits (Asserachrom,
Stago-Diagnostica, France), performed in duplicates according to
the manufacturer’s instructions.

Fluorescence-Activated Cell Sorting Analysis

After treatment, EC were harvested and incubated with pri-
mary antibodies (10 p.g/ml) for 30 min at 4°C. Monoclonal anti-
bodyagainst human vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1)
and polyclonal goat anti-EPCR antibodies were from R&D Sys-
tems. Then, cells were stained (30 min, 4°C) with a FITC- or PE-
labeled secondary IgG F(ab’), antibody (Jackson Laboratories,
West Grove, Pa., USA). Irrelevant isotype-matched antibodies
were used as negative controls.

Western Blot Analysis

Cell lysis was performed in lysis buffer containing 100 mm
NaCl, 5mm MgCl, and 1% Nonidet-40 in the presence of protease
inhibitors (Protease Inhibitor Cocktail; Sigma, St-Quentin-Falla-
vier, France). Immunoblotting was performed using anti-EPCR,
anti-VCAM-1 or anti-tubulin or anti-HLA-E primary antibodies
(R&D Systems) and appropriate peroxidase-conjugated second-
ary antibodies and detected using enhanced chemiluminescence
ECL™ analysis system (Amersham). For culture supernatant
analysis, total protein gel staining was performed before blotting
using SYPRO® Ruby (Sigma) to ensure equal protein loading.
Staining was performed following the manufacturer’s instruc-
tions and was detected using an UV transilluminator.

Statistical Analysis

Results from in vitro studies are expressed as means * SD.
Data were analyzed using Prism 4.0 software (Graph Pad), and
statistical significance was determined using InStat 3.0 (Graph
Pad). Group comparisons were made using two-tailed Student’s t
test, and analysis of variance when more than two conditions were
compared. p values <0.05 were considered to be statistically sig-
nificant.

Results

Inflammation Downregulates Cell-Bound but Has No

Effect on EPCR Shedding by Vascular EC

While regulation of membrane EPCR has been al-
ready documented [5], only few data are available con-
cerning the regulation of its soluble form in normal and
pathological conditions. Therefore, in the present study,
the coordinated expression of both membrane and solu-
ble forms of EPCR was concomitantly investigated on
cultured vascular EC. Firstly, we confirmed that inflam-
mation mediated by lipopolysaccharide, TNF-a or IL-1B
decreases EPCR at the EC surface while no change was
found in response to IFN-y (fig. 1a-c). The decrease was
significant at 6 h and rose to a maximum (25-30% of
basal level) at 24 h. Mechanistically, RT-PCR analysis
demonstrates that decreased EPCR expression by TNF-«
results from a downregulation at the mRNA level (fig. 1d).

338 ] Vasc Res 2011;48:336-346

In parallel experiments, quantification of sEPCR in the
culture supernatants demonstrates a spontaneous, time-
dependent release of SEPCR by unstimulated cultured EC
that reach a plateau level (5-fold increase, as compared to
control, p < 0.01) at 8 h. Interestingly, TNF-a did not sig-
nificantly affect the time course and the rate of sEPCR
release (fig. 2a). The failure of TNF-a to regulate the
shedding of EPCR from EC culture was confirmed by
Western blots performed on culture supernatants (fig. 2b).
Release of soluble HLA-E was used as a positive control
for EC activation [24] and equal protein loading was con-
firmed by SYPRO staining. We also found that both in-
hibition of transcription with actinomycin D and inhibi-
tion of metalloproteinases using galardin abrogate the
production of sEPCR by both resting and activated EC
(fig. 2¢). Together, these data indicate first that reduced
EPCR surface expression on cytokine-activated EC does
not result from an enhanced EPCR shedding, suggesting
that inflammation does not trigger major changes in cir-
culating sEPCR production.

Variability of EPCR Expression at the Endothelial

Level and Impact of EPCR A3 Haplotype

To further investigate factors and biological parame-
tersaffecting the expression and release of EPCR, we used
a collection of primary cultures of vascular EC isolated,
in our center, from brain-dead organ transplant donors
at the time of organ procurement for kidney transplanta-
tion [24]. Our biocollection includes EC cultures avail-
able for polymorphism/phenotype comparative studies
as well as the corresponding sera and plasma collected at
the time of EC isolation.

Elevated levels of plasma sEPCR have been previously
associated with the A3 haplotype of the EPCR gene [20,
25]. Consequently, the impact of the EPCR haplotype on
EC expression and release was investigated further. The
frequency of the A3 haplotype of the EPCR gene was
screened using the -1651(C/G) polymorphism as previ-
ously reported [21] and as illustrated figure 3a. We found
that 7 out of the 45 EC donors carry 1 A3 allele (A1/A3 or
A2/A3). No A3/A3 homozygous carrier was found in our
cohort. Endothelial expression of cell-bound and soluble
forms of EPCR was investigated by flow cytometry and
Elisa, respectively. A comparative analysis of 31 (out of the
45 cultures available) independent EC cultures, including
cultures from the 7 A/A3 individuals, is shown in figure
3b. EPCR expression at the cell surface for the 31 samples
is shown in increasing order. These data highlight the
variability of endothelial expression of EPCR at the cell
surface and as soluble form for the individuals of the co-
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Fig. 1. Regulation of membrane EPCR on vascular EC upon in-
flammation. a Fluorescence-activated cell sorter analysis show-
ing EPCR and VCAM-1 (black histograms) expression on EC
treated with or without lipopelysaccharide (5 ng/ml) for 18 h. Iso-
type-matched controls are shown as controls (white histograms).
Valuesindicated are the medians of fluorescence intensity. b Time
course analysis of membrane (im) EPCR expression on EC surface
in response to TNF-a investigated by cellular Elisa. Relative ex-
pression was calculated using the optical density values, and re-

hort. This variability was similarly observed in both the
A/A3 and A/A groups. Our results also indicate that the
EPCR A/A3 haplotype does not correspond to a signifi-
cant change in EPCR expression and release by EC com-
pared to the EPCR A/A haplotype. Thus, these data fur-
ther suggest a lack of positive or negative correlation, at the
cell level for each individual, between membrane EPCR
and sEPCR levels in EC supernatants. Indeed, the highest
expression at the cell surface seems notassociated with the
highest or the lower release in cell culture supernatant.

Differential Impact of EPCR A3 Haplotype on

Circulating Blood sEPCR and on Cellular Expression

Next, we sought to determine whether circulating
sEPCR levels in blood retlect membrane EPCR expres-
sion on EC. To address this question, we sought to deter-

Regulation of Circulating EPCR

sults are expressed as percentages of untreated cells; * p < 0.05
versus control. ¢ Immunoblots for EPCR and VCAM-1 expression
in lysates from EC treated with medium, TNF-« (100 U/ml), [FN-
v (100 U/ml) or IL-1B (5 ng/ml) for 24 h. Blots were reprobed with
an antitubulin antibody to ensure equal loading. d EPCR mRNA
steady-state levels analyzed by real-time quantitative RT-PCR.

Relative expression was calculated using 2724 after normaliza-

tion to the housekeeping gene; * p<0.05 versus control. All results
are representative of at least 3 independent experiments.

mine whether endothelial expression may correlate with
circulating sEPCR in blood samples from the same indi-
viduals. For comparison, sSEPCR was quantified in blood
samples from 18 EC donors, and then individuals were
divided into 2 groups according to EPCR haplotype (A/A
vs. A/A3). Consistently with previous reports [17, 20], sig-
nificantly higher plasma levels of sSEPCR were found in
individuals with 1 A3 allele (176.4 £ 38.5 ng/ml) ascom-
pared to those carrying the A1/A2 haplotype (57.4 £ 40.6
ng/ml; fig. 4a, p < 0.05). Membrane and soluble forms of
EPCR from EC cultures issued from A/A3 and A/A hap-
lotype-carrying individuals were quantified by tlow cy-
tometry and Elisa assays, respectively. No significant dif-
ference in the level of EPCR on EC surface in A/A (mean
of fluorescence intensity, MFL: 262 * 52, n = 24) and A/
A3 (MFL 269 * 65, n = 7) individuals was observed

] Vasc Res 2011;48:336-346 339

TRAVAUX, RESULTATS ET PUBLICATIONS - 76



I

12,5 1

10.0 4 . SEPCR | .
2 —— =
g i HLA-E
= 504 7 —o- “TNFat SHLA
e it —s— +TNF-a
G254/

/0
0 T T T 1
0 6 12 18 24

a Time (h) b

TNF-c

” - 43 kDa
. B 7 k0:

FN-y

O Medium
M TNF-«

Medium ActD Galardin

Fig. 2. Release of sEPCR by vascular EC upon inflammation.
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tured with or without TNF-a and assessed by Elisa performed in
triplicates. b Immunoblots for sEPCR in culture supernants from
EC treated for 24 h with cytokines TNF-a (100 U/ml) or IFN-y
(100 U/ml). For comparison, blots were reprobed with an anti-
HLA-E antibody. Before blotting, gel was stained with SYPRO

(fig. 4b). Similarly, no difference was found in sEPCR lev-
els in EC supernatants from non-A3 (22.3 * 7.7 ng/ml,
n=24)and A3 (18.6 £ 5.7 ng/ml, n = 7) subjects (fig. 4¢).
Although these results remain to be confirmed in a larg-
er cohort, our findings already indicate that elevated
sEPCR plasma levels in A3 individuals may not correlate
with higher endothelial expression of EPCR. Then, we
investigated whether the EPCR haplotype may affect
EPCR regulation upon cytokine stimulation and release
in cell supernatant. The selective regulatory effect of
TNEF-a of membrane versus soluble forms of EPCR was
further confirmed in this cohort of EC with no difference
between A/A and A/A3 haplotypes (fig. 4d-f). A sum-
mary of the results issued from 7 individuals with the A/
A3 EPCR haplotype versus 24 individuals with the A/A
EPCR haplotype is shown in figure 4e. Data are expressed
as means £ SD of sEPCR levels in culture supernatants
for A/A3 and A/A populations according to treatment
(with or without TNF). The results illustrated in figure 4f
show sEPCR rates in the individual corresponding cul-
ture supernatants 24 h after culture in medium alone or
in medium supplemented with recombinant human
TNE. This representation clearly underlines the variabil-
ity of sSEPCR rates according to cell/individual. The vari-
ability in the sEPCR rate is similarly observed in both
groups (A/A3 and A/A), as also highlighted in figure 3b.
To our knowledge, this is the first study documenting, in
concomitant experiments, cellular and soluble forms of
EPCR in a large panel of primary arterial EC cultures.

340 ] Vasc Res 2011;48:336-346

Ruby to ensure equal protein loading (lower panel). ¢ Quantifica-
tion of sEPCR by Elisa in culture supernatants from EC preincu-
bated with actinomycin D (Act D, 0.2 U/ml) or galardin (100 U/
ml) and then treated with or without TNF-w for 24 h; ® p < 0.05
versus untreated cells, ! p < 0.05 versus TNF-treated controls. EC
used for these experiments carry the EPCR A/A haplotype. All
results are representative of 3 independent experiments.

Thus, our study supports evidence for a lack of correla-
tion between the EPCR A3 haplotype and sEPCR release
by arterial EC, at least in culture, either at rest or stimu-
lated with cytokines. Next, first attempts were made to
examine whether the EPCR haplotype may affect molec-
ular processes controlling the release of sSEPCR. Firstly,
by RT-PCR analysis, we confirmed the presence of an al-
ternative splicing product (approx. 450 bp) in EC from A3
individuals as described recently [17] (fig. 4g). Next, RT-
PCR further indicates that TNF-a similarly downregu-
latestranscripts for regular EPCR and its isoform (fig. 4h).

Male Gender Is Another Parameter That Correlates

with Elevated Blood Circulating sSEPCR

Although suspected from previously reported cohort
studies [26, 27], the real impact of gender on EPCR was
not clearly established. Our ongoing clinical study from
septic patients suggests that male gender correlates with
higher basal sEPCR [Guitton et al., manuscript in revi-
sion]. To address this point, plasma sEPCR was quanti-
fied by Elisa in 100 healthy donors (50 males and 50 fe-
males), and results were analyzed according to gender
(fig. 5a). Our data clearly show that males express signif-
icantly higher sEPCR than females (194 = 12 vs. 145 £
9 ng/ml for males and females, respectively, p < 0.01). A
similar difference was found in the plasma samples from
our cohort of EC donors although these data were not
statistically significant due to the limited size of samples
(n=18, 10 males, 8 females, fig. 5b). Since no cells or DNA
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were available from the healthy donors for EPCR genetic
analysis, the incidence of gender on endothelial expres-
sion of EPCR was studied in our cohort of EC cultures. A
comparative analysis was performed to examine in cul-
tured EC whether gender may control EPCR expression
at the cell level. Investigation was conducted using 31 cul-
tures of EC, 14 from females and 17 from males. As shown
in figure 5¢ and d, we found no significant ditferences of
membrane (MFI: 277 *x 57 for females vs. 253 x 51 for
males, respectively) and soluble EPCR levels in EC cul-
ture supernatants (21.6 * 7.4 vs. 21.4 = 7.6 ng/ml for fe-
males and males, respectively). These data further con-

Regulation of Circulating EPCR

firm the lack of correlation between plasma levels and
endothelial expression, at least in vitro.

We also found that gender does not atfect TNF-medi-
ated downregulation of cell-bound EPCR. However, a
weak but significant downregulation of the soluble form
in response to TNF was observed in females but not in
males (fig. 5e, f). Finally, when the impact of gender on
circulating blood EPCR rates was examined in relation to
the EPCR A3 haplotype, the result shown in figure 5g
strongly supports the hypothesis that gender and EPCR
A3 haplotype exert independent and cumulative impacts
on basal circulating sEPCR levels.

] Vasc Res 2011;48:336-346 341
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Fig. 4. Impact of EPCR A3 haplotype on blood sEPCR and endo-
thelial expression. For comparison of plasma levels of sEPCR and
endothelial expression, individuals (n = 31) were divided into 2
groups (A/A3 and A/A) according to their EPCR haplotype.aLev-
els of sSEPCR in blood from A/A versus A/A3 individuals as deter-
mined by Elisa. Results are shown as box blots. Expression of
membrane (m) EPCR (b) and sEPCR (c) by the corresponding EC
cultures was determined by fluorescence-activated cell sorting
and Elisa, respectively. d-f The regulatory effect of TNF-a was
further analyzed in the cohort of EC donors (n = 31). Membrane

Together, these findings show that male gender is an-
other parameter with the A3 haplotype associated with
elevated levels in plasma EPCR in physiological condi-
tions. We anticipate from our preliminary results that
both gender and EPCR haplotype may contribute to se-
lective regulation of soluble EPCR upon inflammation.
This hypothesis still needs confirmation. Moreover, the
mechanisms involved remain to be elucidated.

342 ] Vasc Res 2011;48:336-346

EPCR was analyzed by fluorescence-activated cell sorting and ex-
pressed as means of fluorescence intensity (MFI; d). sEPCR were
quantified by Elisa 24 h after culture in medium alone or in me-
dium supplemented with recombinant human TNF (e, f). Global
analysis of the cohort (e) and individual regulations (f) are shown.
g RT-PCR analysis showing the full-length (834 bp) and truncat-
ed (450 bp) transcripts in A3-carrying EC cultures. h Semiquan-
titative RT-PCR analysis showing the downregulation of both
full-length and truncated EPCR mRNA in EC treated with (+) or
without (-) TNF for 24 h.

Discussion

EPCR is a key factor controlling coagulation through
the binding of both PC and activated PC. Inhibition of
EPCR binding of PC or activated PC was also found to
exacerbate the septic response [28, 29]. However, the clin-
ical and functional impact of its soluble counterpart re-
mains to be established. Here, we concomitantly exam-
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Fig. 5. Impact of gender on blood sEPCR and endothelial expres-
sion. a Effect of gender on sEPCR in physiological conditions was
defined by quantifying sEPCR in blood samples from healthy do-
nors - females (F), n = 50; males (M), n = 50; total, n = 100 - by
Elisa; * p < 0.01. Mean values + SEM are indicated. b-d Com-
parison of plasma levels of sSEPCR (b) and endothelial expression
(c, d) from the same individuals according to gender. Compara-
tive analysis of cell-bound (m) EPCR (¢) and sEPCR (d) in cul-
tured EC (n = 31) according to gender. e, f The regulatory etfect

ined for the first time the regulation of both cellular and
circulating forms of EPCR.

Firstly, our data suggest that the level of sEPCR is
tightly controlled even upon inflammation in vivo. This
hypothesis is supported by our results obtained using cul-
tured vascular EC. Indeed, we found that in vitro inflam-

Regulation of Circulating EPCR

of TNF-a was further analyzed in the cohort of EC donors (n =
31) according to gender. Membrane (m) EPCR was analyzed by
fluorescence-activated cell sorting and expressed as means of flu-
orescence intensity (MFI) = SD. sEPCR in the corresponding cell
supernatants (n = 31) were quantified by Elisa and expressed as
mean values + SD. g Quantitative analysis showing plasma levels
of EPCR in A/A and A/A3 individuals according to gender; * p <
0.05. Data shown are representative of 3 independent experi-
ments.

mation downregulates the cell surface expression of
EPCR without apparently affecting the production rate
and kinetic of its soluble form. This result was initially
obtained from EC cultures with the EPCR A/A haplotype
(fig. 2), and similar data were found on EC with the A/A3
haplotype. Nevertheless, we cannot rule out the possibil-
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ity that shedding was higher in the presence of TNF-«,
thus compensating the lower number of membrane EPCR
molecules in response to TNF stimulation. Indeed, since
TNF downregulates membrane EPCR expression, one
would expect, as a result, less shedding and therefore low-
er sEPCR levels. While EPCR is considered as a protective
molecule, the function of its soluble form remains to be
determined. Functionally, sSEPCR bind PC and activated
PC with high affinity (K4 = 75 nM) [30] and thus may
counteract (or balance) the anticoagulant action of mem-
brane-associated EPCR. In previous studies, sEPCR lev-
els in septic patients were found to be significantly high-
er [14, 31], similar [32] or even lower [33] than in healthy
volunteers. These discrepancies may reflect the distribu-
tion of the A3 haplotype (15-20%) among the cohorts
since this haplotype is associated with higher baseline
levels of sSEPCR [20].

Our results also indicate that TNF-stimulated EC
from either A/A3 or A/A EPCR individuals release simi-
lar levels of sEPCR. These findings are somewhere differ-
ent from the results previously reported by Qu et al. [34].
From our point of view, this discrepancy can be explained
as follows: experiments have not been performed on the
same vascular cells (human umbilical vein EC vs. human
arterial EC) and have used different stimulation (phorbol
myristate acetate vs. TNF). Thus, we cannot rule out the
possibility that regulation of EPCR may vary according
to cell types and stimuli, as also suggested by Qu et al.
Finally, the relatively high variability of EPCR expression
and release among individuals that we show in the pres-
ent study (fig. 3b and 4f) may also provide another expla-
nation for these discrepancies. Indeed, our study gives a
global analysis of EC cultures from 31 individuals includ-
ing 7 carrying the A3 haplotype.

Another question that we addressed in this study is
whether endothelial surface expression may predict plas-
ma level. Surprisingly our data show no correlation be-
tween cell surface and sEPCR release by cultured EC. In
other words, EC that express high levels of membrane-
bound EPCR do not release high (or even lower) levels of
sEPCR in culture supernatants. Furthermore, no correla-
tion was found between endothelial expression and plas-
ma level. Although no definite conclusion can be estab-
lished given the relatively small sample size, these data
may suggest that circulating sEPCR did not result only
from EC. Consistently with this hypothesis, several stud-
ies demonstrated that other cell types express EPCR in-
cluding monocytes [35] and smooth muscle cells [36].
However, the ability of these cells to produce sEPCR re-
mains to be demonstrated. Alternatively, it seems likely

344 ] Vasc Res 2011;48:336-346

thatadditional cell-specific mechanisms must be invoked
in vivo for EC expression that may not occur in vitro.

In regard to parameters affecting sEPCR concentra-
tion, our results indicate that male gender is associated
with elevated sEPCR compared to the female one. This
difference occurs in physiological conditions. This find-
ing results from the analysis of 100 healthy blood donors
andstill remains to be validated by larger cohorts. Wheth-
er males and females respond differently to infection, ei-
ther in terms of the host response or the eventual out-
come, is critically important for both clinical care and the
design of future clinical trials of anti-infective therapies.
Although data from animal studies strongly suggest that
male gender is a risk factor for an adverse outcome from
infection, clinical data are still conflicting [37-39]. No
difference in EPCR expression (cell-bound and soluble
forms) was observed related to gender on cultured EC
suggesting that this regulation of sEPCR occurs in vivo.
The EPCR gene promoter contains several binding sites
for several transcription factors including a thrombin re-
sponse element (CCCACCCC), AP1, AP4 and multiple
SP1 and several Ets (E26 transformation-specific se-
quence) sites [40, 41]. Ets domains are present in essen-
tially all EC-specific gene promoters and play a pivotal
role in the determination of endothelial characteristics
[42] and emerging data also suggest a broader role for Ets
transcription factors in endocrine pathophysiology [4].
Interestingly, Etsl regulates the expression of some other
mediators of coagulation (e.g. thrombin, plasminogen ac-
tivator inhibitor 1, thromboxane A, receptor) [43]. Thus,
whether Ets contribute to a gender-specific regulation of
EPCR expression in EC should be tested.

Our study further confirms the major impact of the
A3 haplotype on the sEPCR baseline level as previously
reported [17, 20] and suggest that gender and A3 haplo-
type have a cumulative impact. We show here that TNF-
o downregulates both full-length and truncated tran-
script corresponding to the EPCR isoform in A3-carry-
ing individuals. Mechanistically, we found that, in the
presence of TNF-a, inhibition of RNA synthesis (actino-
mycin D) strongly promotes the release of sSEPCR by EC
with the A3 haplotype while inhibition of protein synthe-
sis (cycloheximide) promotes the release of sEPCR by EC
with the A/A haplotype suggesting that haplotype-de-
pendent regulatory mechanisms may occur (data not
shown). Thus, our in vitro data indicate that a specific
posttranscriptional regulation of the EPCR isoform may
also occur. In particular, future experiments are needed
to explore the molecular impact of A3 haplotype on the
increased TNF-dependent release of SEPCR seen in the

Guitton/Gérard /Quillard/Charreau

TRAVAUX, RESULTATS ET PUBLICATIONS - 81



presence of inhibitors of the RNA synthesis in the A3 sub-
jects and in the presence of inhibitors of protein synthesis
in the non-A3 subjects.

To conclude, we demonstrate here that gender is an-
other key factor with the A3 haplotype that determines
sEPCR baseline in physiological conditions. In contrast,
our experimental data strongly support the hypothesis
that inflammation decreases the cell surface expression
of EPCR but preserves the production rate and kinetic of
its soluble form. Whether elevated sEPCR in patients cor-
relates with a role for sEPCR in the pathogenesis of in-
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I.D) Résultats additionnels

Les résultats de ce travail confirment I'impact ortant de I'haplotype A3 dans la
régulation des formes circulantes de 'EPCR. llégglement montré que l'activation des CE
par du TNFe diminue la transcription genes (formes complétesronquées) de 'EPCR
chez les porteurs de I'haplotype A3 ou non (figigeh de l'article).

Certains résultats n’ont pu étre montrés dansrtieteaet ont été présentés comme « data
not shown ». Ainsi, l&igure 29 rapporte I'exploration de I'impact de I'haplotyp& dans la
régulation des formes solubles de 'EPCR au coarbagtivation endothéliale, dans la phase

transcriptionnelle et post transcriptionnelle.

haplotype
A AA

A/A + TNFa
X = A/A3

Il A/A3 + TNFa

H Ul
9

AN W
92

SEPCR (ng/mL)

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 indixals. EC were preincubated with cycloheximide (GHX
actinomycin D (Act D) or galardin and then treategith or without TNF (100U/mL) for 24h (*p<0.05). Al

results are representative of 3 independent expatsn

Figure 29 : Impact de I'haplotype A3 pour la reguldion des formes solubles d’EPCR

En présence de TNé&- I'inhibition de la synthése des ARN par de l'actinycine D
(Act D) provoque une augmentation de la libératien’'EPCR soluble dans les surnageants
de cultures pour les CE porteuses de I'haplotype sighant un mécanisme principalement
transcriptionnelin vitro. L’inhibition de la synthese protéique par la oyaximide (CHX)
provogue une augmentation des formes solubles ldansurnageants de cultures de CE de
type A/A (non porteuses de I'haplotype A3), signantmécanisme post transcriptionnel. Ces

meécanismes respectif en fonction de I'haplotypeiterérdes explorations complémentaires.
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[I) Article 2: “Early rise in circulating Endothelial Protein C
Receptor correlates with poor outcome in severe ssig”

par Guitton C, Gérard N, Sébille V, BretonniereZambon V, Villers D, Charreau B

[I. A) Résume de l'article

. A. 1) Rationnels et Objectifs

L’EPCR permet le contréle de la coagulopathie et pleénomeénes inflammatoires au
cours du sepsis. Cependant les mécanismes régetgqactivement les formes membranaires
et solubles in vivo ne sont toujours pas clarifid&me si le rdle des formes membranaires
d’EPCR semble mieux explicité, la régulation etrescanismes d’'actions de 'EPCR soluble
ainsi que son impact sur le pronostic semblent p&s connus. Nous avons donc voulu
analyser non pas de maniere statique et ponctonglle de maniére dynamique la cinétique
des taux circulants sanguins d’EPCR solubles awsabes 5 premiers jours du sepsis sévere.
Le premier objectif était de comparer les tauxaamission a des volontaires sains ou a des
pathologies inflammatoires non septiques. Le seadjectif était de décrire la cinétique de

'EPCR pendant la phase initiale en corrélationcakes parametres cliniques et le pronostic.

I. A. 2) Matériels et Méthodes

Au cours de ce travail monocentrique dans le serd& Réanimation Médicale du CHU
de Nantes, une cohorte observationnelle de 40 mstieonsécutifs en sepsis sévere était
analysée. Des dosages sanguins d’'EPCR solublestétéalisés a la phase initiale du sepsis,

c’est a dire a I'entrée en Réanimation et les 4sjcuivants.

Les dosages sanguins étaient réalisés par techBld&#\ de maniére concomitante.
Les taux a l'admission (J1) étaient comparés atBesicohortes, 1 de 40 volontaires

sains et 1 de 25 patients inflammatoires avec aseularite active.
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Enfin, les cinétiques de J1 a J5 étaient analysées que les facteurs pouvant les
influencer. L ‘analyse statistique a consisté noteemt en une analyse uni-variée puis multi-
variée pour rechercher les facteurs démographiglirgjues et évolutifs pertinents ayant une

influence sur la cinétique de 'EPCR soluble aursalu sepsis.

. A. 3) Résultats

Sur 10 mois, 40 patients consécutifs ont été indass cette étude observationnelle.
Cette cohorte de patients était assez séverealhten choc septique a I'admission, 40 a J2.

ll. A.3.a) Comparaison patients septiques / patients

inflammatoires et volontaires sains

Aucune différence significative n’était notée erre taux de SEPCR circulants dans les
24 premiéres heures du sepsis sévere, et les tavalohtaires sains ainsi qu’en comparaison
avec les taux de patients porteurs de patholofjeemmatoire type vascularite. Ces taux a J1
étaient surtout marqués par une trés grande vhatéabnter patients. Une différence
significative était retrouvée en fonction du cagaetsexuel, avec a J1 la encore des taux plus

élevés chez 'lhomme.

Il. A. 3. b) Analyse des cinétiques a la phase initiale du

sepsis

L’'analyse dynamique de la cinétique des taux d’ERE&ulants sur les 5 premiers jours
de prise en charge de ces sepsis séveres etaititsararquée par les tres faibles variations
pour cette phase initiale (<15%). Cette allure metoque a faibles variations était observée
indépendamment du taux initial ’EPCR mesuré.

La sévérité (SAPS Il, , SOFA, Mc Cabe ) et le tgfiefection (hémoculture positive,
site d’infection) avaient peu d'influence sur la&iique d’EPCR. Dans les caractéristiques de

l'infection, seul le caractére Gram négatif sentbiaodifier la cinétique.
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Par contre, le pronostic évalué par la survie aid@encait clairement la cinétique des
taux d’EPCR. Les patients avec une évolution péjad9 patients décédés) semblaient avoir
des taux supérieurs d’EPCR, notamment avec unaté@éwransitoire mais significative a J2.

Une analyse uni- et multi- variée a confirmé de iex@nsignificative que le taux d’'EPCR
a J2 eétait un facteur de risque indépendant assoeénortalité a J28 pour cette cohorte de

patients septiques.

. A. 4) Conclusions

Le sepsis sévere ne provoque que de faibles \arsatilans la cinétique de 'EPCR
circulant. Nos résultats suggerent par contre gues @ette population une élévation précoce
(a J2), transitoire, mais significative pourraiteéipéjorative suggérant un réle de bio-
marqueur pronostique pour 'EPCR circulant au caolursepsis.

II. B) Publication

Cet article a été accepté en Janvier 2011 pourigatioh dansintensive Care

Medicine.
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Abbreviations:

APC : activated protein C; EC : endothelial cell; EPCR : endothelial protein C receptor; ICU : intensive care
unit: MPA : microscopic polyangeitis; PC : protein C. SAPS : simplified acute physiology score: mEPCR :
membrane EPCR : sEPCR : soluble EPCR: SIRS : systemic inflammatory response syndrome: SOFA : Sepsis-
related Organ Failure Assessment: TF : tissue factor; TM : thrombomodulin: TNFa : Tumor necrosis factor-

alpha; WG Wegener granulomatosis.
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Abstract

Purpose : The endothelial protein C receptor (EPCR) negatively regulates the coagulopathy
and inflammatory response in sepsis. Mechanisms controlling the expression of cell-bound
and circulating soluble (s)EPCR are still unclear. Moreover, the clinical impact of EPCR
shedding and its potential value to predict sepsis progression and outcome remain fo be
established.

Methods : We investigated the time-course of plasma sEPCR upon the 5 first days (D) of
severe sepsis in 40 patients.

Résults : Firstly, no significant difference was observed when comparing sEPCR at admission
(D1) to healthy volunteers and to patients with vasculitis. We report that the kinetic profile of
plasma sEPCR in patients was almost stable at the onset of sepsis with no change from D1 to
D4 and then a significant decrease at D5. This pattern of release was consistently observed
whatever the level of SEPCR at D1. Characteristics of patients or of infections (except Gram
negative) had no or poor critical influence on sEPCR profile. However, we found that sEPCR
kinetic was clearly influenced by patient’s outcome (D28 survival). We demonstrate that a
significant but moderate (< 15% of basal level) and transient increase in SEPCR level at Day2
associates with poor outcome at Day28.

Conclusion : Severe sepsis, at the onset. only friggers moderate quantitative changes in
plasma sEPCR levels. Our findings suggest that in severe sepsis, an early (at D2), transient
but significant increase in circulating SEPCR may be detrimental suggesting that SEPCR

could provide an early biological marker of sepsis outcome.

L8]
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Severe sepsis 1s associated with systemic inflammation and exacerbated procoagulant
state mediated by the Tissue factor (TF) pathway[1-2]. The protein C (PC) anticoagulant
pathway 1s a major system that prevents blood coagulation, its impairment influence vital
outcome in sepsis. This pathway involves PC and protein S, and two endothelial receptors,
thrombomodulin (TM) and the endothelial cell protein C receptor (EPCR). Conversion of PC
to activated PC (APC) 1s initiated by thrombin bound to TM on endothelial cell (EC) surfaces.
Binding to EPCR increases the rate of PC activation by thrombin-TM complexes[3]. APC has
anticoagulant effects but also exhibits anti-inflammatory[4-5], and antiapoptotic effects[6-7].
EPCR also serves as a cellular binding site for Factor VII'VIIa[8-9].

EPCR (CD201) is a 46-kilodalton type I transmembrane protein, which is expressed
mainly on the luminal surface of EC from large vessels and which is homologous to major
histocompatibility complex class 'CD1 family proteins[10]. Disruption of the EPCR gene in
mice causes placental thrombosis and embryonic lethality confirming the key role for EPCR
in controlling coagulation[11].

A soluble form of EPCER. (sEPCR) has been described in plasma[l12]. sEPCR can be
generated by ectodomain shedding[13] mediated by TACE/ADAMI17[14] or/and. by
alternative mRNA splicing in haplotype-A3—carrying cells[15]. sEPCR binds both PC and
APC with an affinity similar to that of membrane EPCR{mEPCR)[16]. Binding of APC to
sEPCR interferes with binding of APC to phospholipids and inactivation of factor Va.
Furthermore, binding of PC to sEPCR does not enhance APC generation, suggesting a

procoagulant effect of SEPCRJ[9, 17].

EPCR levels vary in a wide variety of pathophysiological conditions. and the consequences

depend partly on whether it i1s the membrane-associated or soluble form that is atfected[12,
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18-19]. While the role of membrane-associated EPCR 1s clearly antithrombotic and anti-
inflammatory in physiological circumstances, the function of the circulating sEPCR. remains
unclear.

Regulation of circulating sEPCR upon inflammatory disease has not been determined. Thus,
whether sEPCR levels may have a predictive value of sepsis outcome is still unknown. In the
present study, we investigated the kinetic of soluble EPCR levels in a cohort of 40 patients
with severe sepsis upon the 5 first days in our Intensive Care Unit (ICU). The first objective
was to compare sEPCR levels in septic patients at admission to healthy volunteers or to
patients with active inflammatory disease. The second aim was to investigate the time course
of circulating sEPCR at the onset of severe sepsis in correlation with elinical parameters and

outcome at D28,
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Patients, Materials and Methods

Study population- We recruited consecutive patients with severe sepsis in a 20 beds Medical
ICU (Nantes University Hospital, France). Patients were included using the inclusion criteria
according to the ACCP consensus definition for severe sepsis [20] and as described in the
Electronic Supplementary Material 1 (ESM1).

The exclusion criteria were age younger than 18 years. patients without informed consent,
patients not expected to survive more than 48h (moribund) or not expected to survive more
than 28 days given preexisting conditions.

We collected baseline characteristics of the patients, including demographic information,
severity score at admission, simplified acute physiology score (SAPS), Sepsis-related Organ
Failure Assessment (SOFA) at admission and for 4 days, comorbidities, site and type of
mfection, and hematologic tests. Patients were followed for 28 days and/or until ICU
discharge.

Blood collection- Blood was collected from patients within 24h of meeting the definition of
severe sepsis (within the first 24 hours after the first organ dysfunction occurred) and daily in
the 4 consecutive following days. For that purpose. blood samples were collected in the
entrance in ICU (Day 1) and each morning using daily routine blood puncture (Day 2 to Day
5). After centrifugation, samples were immediately frozen as aliquots (-80°C).

This study also included blood samples from patients with active systemic vasculitis (n=25)
mncluding Wegener granulomatosis (WG) or microscopic polyangeitis (MPA) that we
previously deseribed[21] and blood samples from healthy adult blood donors (n=40) provided
by the Etablissement Frangais du Sang (Nantes, France).

Elisa assays for soluble EPCR - Quantification of sEPCR 1n plasma samples was carried out

using ELISA kits (Asserachrom. Stago-Diagnostica, France).
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Research ethies- The study was approved by medical research committee (Nantes University
Hospital, France). Informed consent was obtained from the patient/substitute decision-maker
before inclusion in this study. All data were anonymous.

Statistical Analysis — The means and SD or the median [IQR], in case of non-normality of
the distributions. are reported for continuous variables. The number of patients m each
category and the corresponding percentages are given for categorical wvariables. Non
parametric ANOVA was used for the comparison of sEPCR levels at admission between
groups.

Multivariate analyses were performed to study the evolution of sEPCR levels over time. To
account for the correlation between measurements from the same individual, repeated
measures ANOVA using linear mixed models allowing for random effects with restricted
maximume-likelihood estimation were used to examine changes m sEPCR levels over time and
potential interactions when appropriate (“time effect”). as well as the effect of covariates of
interest (“group effect™). Several covariance structures among the repeated measurements
(autoregressive, unstructured etc.) were compared using Akaike’s Information Criterion and
Schwarz Bayesian Criterion. Random intercept models with autoregressive covariance
structures often provided the best fit to the data. Residual analysis was used to evaluate the
validity of the models assumptions including normality and homoscedasticity. An iterative
stepwise selection procedure was used to select the wariables that were significantly
associated with the time course of sSEPCR. levels (variable candidates for the model were those
associated with sEPCR evolution in univariate analyses with p<0.20 criterion and
subsequently selected in the model using p<0.05 ecriterion). All measurements were
transformed by calculating the natural logarithm and all analyses were adjusted on sEPCR

levels at dayl in repeated measures models.
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Multivariate analyses were subsequently performed using exact logistic regression and a
similar strategy was used with an iterative stepwise selection procedure to select the variables
that were significantly associated with day-28 survival, as assessed by the likelihood ratio
test. The area under the receiver operating characteristic (ROC) curve was estimated for
sEPCR levels at day 2.

Statistical analyses were performed with SAS 9.1 statistical software (SAS Institute, Cary,

NC. USA). P-values <0.05 were considered to be statistically significant.
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Results

Study population

Between December 2004 and September 2005, 82 patients were admitted for severe sepsis in
our Medieal ICU, 27 patients were not eligible because they had developed first organ
dysfunction more than 24h before and 15 patients refused inclusion or delayed their response
after inclusion “dead line”™. Thus, the present study includes 40 consecutive adult patients with
severe sepsis. Most of them (n=37, 93.5%) were in septic shock at admission but all of them
at day 2. The patients ranged in age from 24 to 81 years (58.3=14.4), and 24 (60%) were
temale. The mean admission SAPS II score was 51 (SD, 21), and the mean SOFA score at
Dayl was 10.5 (SD. 3.4). The overall 28-day mortality rate was 22.5 %. Demographic and
clinical characteristics of these patients are summarized in Table 1. The most common site of
infection was pneumonia (27.5%). Infecting organism isolation was available for 35 patients
(87.5%) with. a Gram-negative bacillus for 18 patients (45%). Hemoculture was positive for

35% of patients.

Soluble EPCR levels in patients with severe sepsis at admission (Day1): comparison with
patients with inflammatory disease and healthy volunteers

Soluble EPCR. was quantified concomitantly in all samples (n=182 for sepsis and n=65 for
healthy controls and wvasculitis) using a dedicated Elisa assay. When sEPCR levels were
compared at the time of admission (D1), no significant difference (Figure 1) was found
between patients with severe sepsis (Med [IQR]:115 [145]: Mean=SD: 174=117 ng/mL)
compared with healthy control subjects (156 [65]: 170+63 ng/mL: p =0.37) and with patients

with active systemic vasculitis (WG and MPA)(159[94]: 157=60 ng/mL). As compare to the
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healthy controls, sSEPCR values in septic patients exhibit larger variability, especially above
the median value (115 ng/mL). For further analysis, septic patients will be divided in 2 groups
(High sEPCR> 115 ng/mL and Low sEPCR= 115 ng/mL) according to their basal sEPCR

levels at Dayl.

Time course of soluble EPCR levels at the onset of severe sepsis

A retrospective and concomitant determination of circulating sEPCR was performed on
blood samples collected from 40 patients with severe sepsis during the 5 first days mn ICU,
Quantification of circulating sEPCR. in the overall population of patients (Figure 2a) maimly
showed only slight variations in the sEPCR levels at onset of sepsis. No significant change
was observed from D1 to D4 while a significant decrease was found at D5 (p< 0.05 versus
D1, D2 and D3). Overall changes in sEPCR levels from D1 to D4 were low and remained
below 10% of basal (D1) sEPCR rate. Similarly, although significant, decrease at D5 was

moderate and around 15% of basal rate.

This pattern of release was consistently observed whatever the level of sSEPCR in patients at
D1 (ESM2a): higher levels (H group) were maintained during the 5-days follow-up (group

effect, p<0.01).

Next. uni- and multivariate statistical analysis were performed to identify factors
influencing sEPCR. kinetics. These parameters were selected according to their relevance to
demographics and severe sepsis (early disease severity scores, disease evolution and
mfection). Variables analyzed include gender, age. outcome at D28, SAPS II. SOFA D1,
SOFA D2. Gram staining, site of infection (pneumoniae), septicemia. First that time course of
sEPCR release was clearly affected in septic patients according to patient survival at D28
(Figure 2b). Univariate analysis showed a significant difference in sEPCR levels (Group
effect “GE”, p=0.029). and in kinetics (Time effect “TE™ p=0.016) between the 2 groups.

10
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These results were confirmed in multivariate analysis (GE, p=0.003 and TE. p=0.005). At
Day 2 : patients that do not survive over D28 had significantly elevated sEPCR (Med
268[169], mean 268=126) as compared to septic patients that do survive (Med 120[92], mean
143292 ng/mL: p<0.01). Increase at D2 was only transient since sEPCR return to control

level at D3,

A difference between males and females was observed in septic patients at D1 (respectively
Med 196[149], mean 225143 versus 107[98], 140+84 ng/mL, p<0.05) as well as in healthy
mndividuals  (respectively Med 177[63], mean 201£67 versus 129[41], 14547 ng/mlL,
p=<0.05). Nevertheless, no significant impact of gender on sEPCR profiles was found in our
cohort using our statistical analysis model (ESM2b) and similar time courses were observed

for males and females. Similarly, age had also no influence on sEPCR profile.

Considering variables related to severity of sepsis, SAPS II and Me Cabe scores had no
impact. Interestingly, a weak effect of SOFA score at D1 and D2 was found on sEPCR levels
(GE respectively p=0.045 and 0.034) but with no significant impact on the kinetic from D1 to
DS5. To further investigate these results. correlations were examined considering individual
time points. Interestingly, a slight correlation was only found between sEPCR D2 and SOFA

D2 (p= 0.293. p<0.05).

Finally considering parameters related to infection, we found that the presence of a positive
blood culture (not shown) or pneumonia as septic localisation (ESM2¢) had no effect on
sEPCR profiles. In contrast, a significant impact of gram negative bacterial infection was
observed (ESM2d). Univariate analysis showed higher D1-D5 plasma levels (GE p=0.034)
without clear effect on kinetic (TE p=0.376) while multivariate analysis confirmed the

influence of gram negative on both, group level and kinetic (GE p=0.045 and TE p=0.005).

11
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Ovwerall, our findings show only slight variations in the course of sEPCR at the onset
of sepsis. It appears that most of parameters affecting basal sEPCR. rate have no incidence on
the kinetic profile of sSEPCR upon sepsis. However, we demonstrated that both level and
kinetic of sSEPCR are clearly influenced by Gram negative mfection and, importantly, by D28
mortality: an early significant increase in sEPCR rate at D2 being associated with a poor

outcoine.

Consequently. to sustain this conclusion, uni- and multi-variate analyses were performed
for eleven parameters (including sEPCR at D2) relevant to D28 mortality in septic patients.
These parameters include sEPCR D2, sEPCR DI H/L, SAPS II, Gender. SOFA score at D1
and D2, Age, McCabe Score. Sepsis localisation (Pneumoniae), septicemia and Gram
negative infection. Major findings are reported in Table 2. Plasma concentration of sEPCR at

2 was the only variable found significantly associated with D28 mortality in multivariate

analysis (p=0.0095). Our data indicate that an increase in sEPCR at D2 of 100 ng/mL

corresponds to an Odd Ratio of 2.44 [1.22-5.95].

We undertook a specific analysis to further investigate the accuracy of sSEPCR value at D2
to predict D28 mortality in our cohort. Sensitivity and specificity are presented in the ROC
curve (ESM3). The accuracy estimated by area under the ROC curve seemed satisfactory
(AUC = 0.819; IC [0.658-0.971]). The moderate size of the samples (dead=9, alive=31) i1s,

however, a limit for further extrapolation.

12
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Discussion

During sepsis, blood coagulation 1s activated by TF expressed on the endothelium and
monocytes/macrophages in response to cytokines[22]. Inflammatory processes can shift the
hemostatic balance toward thrombus formation not only by stimulating TF-dependent
coagulation but also by inhibiting anticoagulant and fibrinolytic pathways[23]. EPCR 1s a key
tactor controlling coagulation through the binding of both PC and APC. Inhibition of EPCR
binding of PC or APC was also found to exacerbate the septic response[24-25]. However,
clinical and functional impact of its soluble counterpart remains to be established. Here, we
examined for the first time the kinetic of plasma sEPCR in a cohort of patients at the onset of

SCVEIT EEPSiS ,

First, when comparing baseline levels of sEPCR in septic patients at admission we
found no significant difference with healthy controls and patients with active wasculitis,
although variation among the septic patients was important. In previous studies, sEPCR levels
1n septic patients were found significantly higher[12, 26], similar[27] or even lower[28]. than
in healthy volunteers. These discrepancies may reflect the distribution of the A3 haplotype
(15-20%) among the cohorts since this haplotype is associated with higher baseline levels of
sEPCR[18].

Moreover, we observed here that gender ratio may be another key factor affecting D1
sEPCR in septic patients. A similar difference was found in healthy donors. These results
confirm our previous data indicating that gender was a critical parameter determining basal
level of sEPCR [29]. Although clinical impact of gender on sepsis outcome is still
controversial[30-32], whether males and females differently respond to infection is important

for both clinical care and the design of clinical trials. However, probably due to the small size

13
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of this cohort and to relative variability of basal sEPCR levels, this study was unable to
demonstrate an impact of gender on the sEPCR time course. Since no DNA samples were
available for genetic analysis, the respective impact of EPCR haplotype and gender was not
investigated.

Next, profiling sEPCR during the 5 first days of the disease showed no change in the

level of sEPCR from D1 to D4 before a significant decrease at D5. Owerall variations in
sEPCR concentrations remain below 15% of baseline. Interestingly, this kinetic was found
consistently in septic patients regardless of basal level and gender. Another interesting
observation is that, overall, sepsis only induces a moderate variation of sSEPCR plasma level
as suggested by initial reports[12, 27]. Together these data suggest that level of sSEPCR is
tightly controlled even upon inflammation in vive. This hypothesis is comforted by our results
obtamed wusing cultured vascular EC. Indeed, we found that in vitre inflammation
downregulates the cell surface expression of EPCR without affecting the production rate and
kinetic of its soluble form (Data not shown and [29]).
All available data concerning simple coagulation disorders were noted (platelet count,
Prothrombin time, activated partial thromboplastin time (aPTT) ratio patient/witness, and
fibrinogen). The impact of these parameters on sEPCR was examined for each time point
using a Spearman test (data not shown). No major correlation was found except for platelet
count and aPTT at D4. Considering the type of infection, multivariate analysis highlighted a
significant impact of gram-negative infection on both sEPCR level and kinetic. Despite data
of sepsis studies large cohorts, the link between severity of coagulation disorders and type of
causative microorganism had still remained controversial. [33-34] .

We identified a statistically significant difference between D28 survivors and
nonsurvivors in terms of sSEPCR levels at D2 compared to baseline. This new finding suggests

that sEPCR level at D2 may be an early prognostic marker of adverse outcome in septic

14
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patients. It could also suggest an implication of elevated sEPCR in the pathogenesis of severe
sepsis. While EPCR is considered as a protective molecule[24], the function of its soluble
form remains to be determined. Functionally, sEPCR bind PC and APC with high affinity
(Kd=75nM)[35] and thus may counteract (or balance) the anticoagulant action of mEPCR. On
another hand, sEPCR also bind the neutrophil proteinase PR3 with a similar high affinity, this
interaction results in the proteolytic degradation of the receptor[36]. Thus, we can speculate
that a significant increase in plasma sEPCR may indeed reflect uncontrolled EC activation
and/or irreversible EC injury. This pathogenic link remains to be examined in vitro and in
vivo. Whatever the mechanism. a functional impairment of the endothelial protein C
activation pathway reflected by an increase in sSEPCR level will most probably exacerbate the
preexisting state of hypercoagulability in septic patients.

It 1s to notice that death was associated with higher sSEPCR level in septic patients at
Day 2 but not at the time of death. Five patients died within the 5 first days of the study.
Although 1t seems difficult to drawn a firm conclusion from only 5 patients, the available

values for the last sEPCR dosage before death showed no significant change.

To conclude, severe sepsis, at the onset, only triggers moderate quantitative changes in
plasma sEPCR concentration. Our findings also suggest that in pathological conditions such
as severe sepsis, an early (at day2 post admission), transient but significant increase in
circulating sSEPCR may be detrimental. These new findings suggest that measuring sEPCR at

Day?2 could provide an early biological marker of sepsis outcome.
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Legends of Figures

Figure 1. Baseline sEPCR in septic patients and controls. sEPCR was quantified in blood samples from
healthy volunteers (n=40), patients with vasculitis (n=25) and in samples from 40 patients with severe sepsis
harvested at admission (D1). No significant difference (p=0.37). Individual results are shown, bars represent
mean values, dashed lines represent the median value. H; high and L; low referred to sEPCR levels compare fo

the median value..

Figure 2. Time-course (from D1 to D5) analysis of sSEPCR in septic patients (n=40). sEPCR was measured
daily from admission in ICU (D1) to D5. Statistical difference (p=0.05) is indicated as # for “group effect” (GE)
and § for “time effect”™ (TE). (a) Overall population [TE p=0.037, § p=0.05 in comparison to D5]. Number of
available samples 1s indicated under box plot for each time point (b) According to outcome at D28, alive

(n=31), dead (n=9) [GE p=0.029; TE p=0.016; * difference at dayv2, p=0.01].
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Table 1: Characteristics and outcome of patients with severe sepsis(n= 40), description of infections.

Age, ¥
Gender Ratio :Female, n (%) :
Intensive Care :Medical / Surgical, n (%e):

Mc Cabe: 1/2/3,n(%)

Immuno depression, 1 (% )Hemstology, Cancer, Corticotherapy,

HIV, Carhests

SAPS I
SOFA score Day 1

Septic Shock at inclusion, n (%)

583+ 144
24 (60%)
22 (55%) / 18 (45%)
11 (27%) / 24 (60%) / 5 (13%)

23 (57%)

37 (93.5%)

Mechanical ventilation®, n(%) 34 (85%)
Hemodiafiltration*, n (%) 12 (30%)
Hydrocortisone*, n (%) 30 (75%)
Drotrecogin®, n (%) 2 (5%)
Site of Infection, n
Pnenmoniae 11
Abdonunal 8
Skin or Soft tissues g
Bones or Joints 4
Urologic 4
Endocarditis 3
Septicemia 2
Meningitis 1
Pleural empyema 1
Positive blood culture, n (%) 14 (35%)
Results of Gram’s staining culture
Pure Gram-negative 14
Pure Gram-positive 17
Mixed 4
Culture negative 3
ICU length of stay, d 1713
Mortality, n (%) ICU 12 (30%)
Day 28 9 (22.5%)

ICU: Intensive care unit; SAPS: Simplified Acute Physiology Score: SOFA: Sepsis-related Organ Failure

Assessment, * during 3 first days of ICU hospitalisation

21

TRAVAUX, RESULTATS ET PUBLICATIONS - 108



Table 2 : Univariate and multivariate analysis of factors associated with mortality at

Day 28,
0Odd Ratio Confidence p
Interval

Univariate analysis
EPCR D2 1.009 1.002-1.018 0.0095
SAPSII 1054 1.012-1.107 0.0087
SOFA D1 1.249 0.981-1.642 0.0740
SOFA D2 1.243 1.007-1.598 0.0417
Age 1.054 0.994-1.131 0.0845
Pnenmoniae 4.948 0.800-34.047 0.0936

Multivariate analysis
EPCR D2 1.009 1.002-1.018 0.0095

The odds ratio are expressed for an increase of Ing/mi for s EPCR ar D2, 1 point for
SAPS II and SOFA D1, 1 year for age. IC Interval confidence . Factors with p<0.20 are

noted.
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Figure 1 Gaitton C. er al.
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Figure 2 Guitton C. er al.
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ESM1:
Inclusion Criteria :

Patients with severe sepsis were included using the following inclusion criteria according

to the ACCP consensus definition for severe sepsis

-Suspected or proven infection- Patients had to have a known infection or a suspected

infection, as evidenced by one or more of the following: white blood cells in a normally sterile body
fluid: perforated viscus, radiographic evidence of pneumonia in association with the production of

purulent sputum; and a syndrome associated with a high risk of infection.

- Patients had to meet at least 3 of the following 4 criteria- a core temperature of at least 38°C

or below 36°C: a heart rate of at least 90 beats/min. except in patients with a medical condition known
to increase the heart rate or those receiving treatment that would prevent tachycardia: a respiratory rate
of at least 20 breaths/min or a PaCO2 of no more than 32 mmHg or the use of mechanical ventilation
for an acute respiratory process; a white blood cell count between 12000/ mm’ and 40000/ mm’ or a

differential count showing more than 10% immature neutrophils.

- Criteria for dysfunctional organs or systems- Patients had to meet at least 1 of the following

criteria within the 24 hours period immediately preceding enrolment. The onset of the first organ
dysfunction had not to preceed the inclusion more than 24 hours For cardiovascular system
dysfunction, arterial systolic blood pressure had to be no more than 90 mmHg or the mean arterial
pressure of no more than 70 mmHg for at least 1h despite adequate fluid resuscitation, adequate
intravascular volume status, or the use of vasopressors in an attempt to maintain a systolic blood
pressure of at least 90 mmHg or a mean arterial pressure of at least 70 mmHg. For kidney dysfunction,
urine output had to be less than30 mL/ h for 1h and/or serum creatinin concentration more than 200
umol/ L. despite adequate fluid resuscitation. For respiratory-system dysfunction. the ratio PaO2/FiO2
had to be below 250 in the presence of other dysfunctional organs or below 200 if the lung was the

only dysfunctional organ. For hematologic dysfunction, the platelet count had to be below 50000/mm3
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or to have decreased by 50% in the 3 days preceding enrolment. In the case of unexplained metabolic
acidosis, the pH had to be no more than 7.30 and a plasma lactate level above 2 mmol/ L. For hepatic
dysfunction. bilirubin above 50 pmol/ L or alcalin phosphatase more than 3-fold upper limit of the
normal reference range were considered. For neurologic dysfunction. coma Glasgow score had to be

below 13.
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ESM 2 : Supplemental Figure
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Time-course (from D1 to D5) analysis of sSEPCR in septic patients. sEPCR was measured
daily in patients (n=40) with severe sepsis from admission m 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. For GE,
statistical difference is indicated as # p<0.05 or ## p<0.01l. For TE, statistical difference is
indicated as $ p<0.05. 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
75" and 25™ percentile and “whiskers” indicate minimum and maximum data values.
Time-course analysis of SEPCR in septic patients (a) According to SEPCR level at D1.
High level group (n=20) over median (115ng/mL) and Low level group (n=20) [GE p<0.001;
TE p=0.04] (b) According to gender, Male (n=16), Female (n=24) [GE p=0.341: TE p=845]
(c) According to sepsis site, pneumoniae (n=11) or not (n=29) [GE P=0.278; TE p=0.597]
(d) According to Gram staining bacteria, Gram-negative (n=18) or not (n=22) [GE
p=0.034; TE p=0.376].
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ESM 3 : Supplemental Figure

ROC Curve
14 ©
0.8
2 06 - -
=
=]
w
s
[T}
@ 04
0.2
” Estimated Area
o 1 C= 0.81855
T T T T T T
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
1-Specificity

The ROC curves of sSEPCR Day 2 analyzed for prediction of survival on day 28

TRAVAUX, RESULTATS ET PUBLICATIONS - 115



II. D) Résultats additionnels

Certains résultats n’ont pu étre montrés dansrtetea(«data not showm).

II.D. 1) Impact des hémocultures sur la cinétigue de 'EPCR

Parmi les parametres cliniques liés directementcamactéristiques de I'infection, seul le
caractére Gram négatif des bactéries en causewvaipact significatif sur la cinétique des
taux d’EPCR circulants(Figure ESM 2d). Le site ‘d&fdction (c’est a dire I'existence d’'une

pneumonie ou non) n'avait pas d'influence signtiva (figure ESM2c).
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.Negatwe
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Time-course (from D1 to D5) analysis of SEPCR in péic patients. sEPCR was measured daily in patients
(n=40) with severe sepsis from admission in ICU )(@d D5. For statistical analysis, repeated measure
ANOVA using linear mixed models allowing for randaaffects with restricted maximum-likelihood estiinat
were used to assess changes in SEPCR levels me[‘time effect” (TE)], as well as the effect ajvariates of
interest [“group effect” (GE)]. P-values<0.05 warensidered to be statistically significant. SEP@Rels are
represented with box plot. Data presented are tréswh univariate analysisThe box plots are interpreted as
follows: boxes contain the middle 50% of data, linethe box indicate the median, upper and lowegés
indicate respectively the 7%nd 2%' percentile and “whiskers” indicate minimum and inaxm data values.
Analysis of sEPCR in septic patients are expreseedrding to blood cultures results, positive (N=&# not
(n=26) [GE p=0.223; TE p=0.421].

Figure 30 : Taux circulants d’EPCR chez les patierst septiques : impact des hémocultures positives
SEPCR était mesuré quotidiennement de D1 a D5.dlyase statistique était réalisée selon la présgned. 4
patients) ou I'absence (n=26) d’hémocultures pussi

La Figure 30 illustre que la présence d’'une bactériémie ou mawait pas non plus

d’influence statistiguement significative sur léséatiques d’EPCR.
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II. D. 2) Paramétres biologigues simples de 'hémostase

n Mean SD Med IQR Rho p) p
Dayl
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 14 1.2-1.8 0.118 0.475
Fib 33 4.9 2.8 4.6 2.9-6.6 -0.062 0.731
Day?2
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 15 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 2.6-74 -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 15 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 parameétres déhémostase chez les patients septiques
EPCR (ng/mL), Plat : plaquettes €I0), TP : Taux de prothrombine (%), aPTT : TCA igapatient/témoin),
Fib : fibrinogéne (g/L).Corrélation de Spearman Brpee par coefficient Rhg). Significatif si p<0.05. Les

résultats sont rapportés en moyenne+/- SD et médjEDR).

Les parametres biologiques simples de I'hémostéseng colligés pour les patients

durant les 5 jours d’analyse des cinétiguesb{eau 5. Il n’était pas retrouvé de corrélation
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significative (mesuré par un test de Spearman)eeoés différents paramétres (Taux de
plaguettes, Taux de prothrombine, Ratio TCA patiémtoin et Taux de fibrinogéene) et les

taux circulants d’EPCR solubles sur des préleversanguins concomitants, notamment pour
les premieres 48 heures. Seul a J4 était retrauveédegere corrélation entre les taux dEPCR

et les taux de plaquettes et le TCA, résultat thorglevance reste discutable.
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[lI) Article 3 : “Protective cross talk between activatd protein C
and TNF signaling in vascular endothelial cells :mplication of EPCR,
non canonical NFkB, and ERK1/2 MAP kinases”

par Guitton C, Cottereau A, Gerard N, Quillard ha@veau A, Devalliere J, Tonnerre P,

Charreau B.

[ll. A) Résume de l'article

. A. 1) Rationnels et Objectifs

La protéine C activée (PCa) agit sur de multiplees de signalisation. Il est démontré
gue la PCa dans sa forme recombinée inhibe linolicpar le TNFee des molécules
d’adhésion (VCAM-1, ICAM-1, E-Sel...) via un effet rsla voie NFxB. La PCa induit
positivement I'expression de génes de moléculasapoptotiques (Bcl2, eNOS, Inhibitor of
apopotosis (IAP)....). Enfin, la PCa active la voes dAP kinases (notamment ERK 1/2) via
le récepteur PAR-1 en interaction avec EPCR. LePM#ases sont également impliquées
dans la voie TNFe pouvant expliquer en partie des effets anti inflfeatoires et anti
apoptotiques de la PCa. Malgré tout, les mécanigrass des effets anti inflammatoires de
la PCa sont mal connus, surtout son implicati@speetive dans les différentes voies de
signalisation.

L’objectif de ce travail est donc d’analysenvitro, sur des cultures primaires d’HAEC
comment les effets intracellulaires spécifiques lde PCa modifient les cascades de
signalisation induites par le TNk-et quelles sont les interconnexions entre ceei@swde
signalisations induites. L’impact respectif desepteurs EPCR et PAR est également

investigué.

. A. 2) Matériels et Méthodes

Des cultures primaires de cellules endothélialeAHE) ont été utilisées pour des
analyses iwvitro (cf supra). Ces cellules étaient cultivées a dssgges cellulaires entre P2 et
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P5, jusqu’a confluence, et éventuellement actip@esdu TNFe et/ou traitées par de la PCa.
Des HUVEC pour les techniques de transfection pemva&tre utilisées.

Des agonistes PAR pouvaient étre utilisés ainsi de® inhibiteurs de NkB, des
inhibiteurs de ERK, des anticorps bloquants EPCRAR.

Les analyses d’expression protéiques étaient éealipar Western blot , FACS et kits
ELISA.

Des techniques de biologie moléculaire étaientedgaht utilisées, avec notamment des
techniques de transfection et d’analyses de « gespster » pour VCAM-1, NkB. Des
analyses de I'ARN étaient réalisée par RT-PCR & |Qantitative, pour le gene de VCAM-
1. Enfin ont été utilisées des techniques d’exiomctle I'expression par « short interfering
RNA » (SiRNA) pour les récepteurs PAR-1 et EPCR.

. A. 3) Résultats

lll. A. 3.a) Modulation des molécules d’adhésion par la
PCa

Un pré traitement par PCa diminuait I'expressior28ea 40% des protéines d’adhésion
(VCAM-1, ICAM-1, E-Sel). Cependant, les CE traitésmules par la PCa montraient une
surexpression significative (mais plus faible geawdu TNFe seul) de VCAM-1 et E-Sel.
Cette régulation de VCAM-1 par la PCa était conaditin dépendante, significative des
0.5ug/ml de PCa et maximale aprés 8 heures demraitt par PCa. Cette surexpression
protéique de VCAM-1 était démontrée corrélée a actevation de la transcription du gene
VCAM-1.

lll. A. 3. b) La voie non canonique de NiB pivot de la
régulation de VCAM-1 par la PCa

NF-xB étant trés impliqué dans l'activation de VCAM-arpe TNFe, I'hypothese

d’'une méme implication dans « I'activation » paPlaa a été évaluée.

TRAVAUX, RESULTATS ET PUBLICATIONS - 120



L'utilisation d’inhibiteurs spécifiques de NiEB confirmait I'impact de cette voie dans la
régulation de VCAM-1 par le TNE-et/ou par la PCa. Les inhibiteurs de p38-MAP k&sas
eux restaient sans effet.

L’activation par le TNFa seul entrainait une phospshorylation précoce deNFfB et
de KkBa, avec dégradation dexBa. L’activation par la PCa seule entrainait une
phosphorylation moins intense, plus tardive de N6&B sans action surkBa. Ces 2
traitements (par PCa et TNF-entrainaient une expression du géne promoteur N&wB
(moins intense pour la PCa). De plus, la PCa inhidghosphorylation de p65-B induite
par le TNFe.

La PCa seule activait essentiellement la voieradtée/e non canonique avec induction
transitoire et précoce de TRAF-2, NIK et IKKi suivie d’'une d’induction plus tardive de
p65-NFB et de ses formes phosphorylées.

La PCa sur exprimait TRAF-2TNF Receptor Associated Factoy-2t les formes
phosphorylées de p65-NB sans passer par la voieB.

lll. A. 3.¢c) ERK 1/2 activée par la PCa comme signal anti

inflammatoire

L’analyse concomitante des voies des MAP kinas&s eANF«B était réalisée sur des
cellules au repos, activées par PCa seule, @ SBule et ces deux traitements. Ces résultats
montraient que la PCa seule avait un effet intestiggrolongé de phosphorylation des MAP
kinases (notamment de ERK1/2) ainsi que sur lagttaylation de Akt.

Au cours de l'activation TNk un pré traitement par PCa (activant ERK1/2) saiis
comme un signal anti inflammatoire avec une netb@sphorylation de ERK1/2, une
phosphorylation de Akt sans induction de la voiedi- Cette contribution significative de
ERK était confirmée aussi par la « sur-inductiode>VCAM-1 lors d’un traitement TNF-
APC en présence d’inhibiteurs spécifiques de ERKjguaient le rbéle « d’inhibiteurs du

signal anti inflammatoire ».
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lll. A. 3.d) ROle respectif de PAR-1 et EPCR dans le signal
de la PCa pour induire VCAM-1

L'objectif était alors de définir le role respeatié PAR-1 (bien connu pour son role dans
I'effet protecteur de la PCa) et de 'EPCR danfdtede la PCa sur 'activation de ERK et la
régulation de VCAM-1.

Tout d’abord, PAR-1 gréace a l'utilisation d’agoeisa été démontré comme ayant une
action similaire a celle de la PCa sur l'inductaeVCAM-1.

Des anticorps bloquant EPCR et/ou PAR-1 ont mdtexéinction de cette induction de
VCAM-1 par la PCa.

De plus, l'extinction de I'expression de PAR-1 at/d’EPCR par des Si-RNAs a
démontré le rdle équivalent de ces 2 récepteurslfoduction de VCAM-1 par la PCa, sans
effet additif. Cet effet via ces 2 récepteurs acétéfirmé passant par I'induction du « signal
ERK1/2 ».

Ces analyses ont été confirmées en utilisant ddélslese non endothéliales, soit
exprimant EPCR sans exprimer PAR-1 (cellules Hdignée immortelle de cellules
cancéreuses), soit exprimant PAR-1 sans exprimeCRERCellules Jurkat, lignée

immortalisée de lymphocytes T). La encore, lesltésuétaient cohérents.

. A. 4) Conclusions

En conclusion et en résumé, ces différentes dorcw@dgmaient la protection cellulaire
induite par la PCa durant linflammation des CE, d&montraient I'existence d’une
signalisation spécifique induite par la PCa, guaiiduait les effets intracellulaires induits par
le TNF-. Ces travaux démontraient que la PCa enclenchkaiirderactions et des réactions

croisées impliguant 'EPCR, les MAP kinases donKER et la voie non canonique NB.

[ll. B) Publication

Cet article a été accepté en Janvier 2011 pourgatioin dansAmerican Journal of

Physiology : Cell Physiology
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lll. C) Manuscrit

Protective cross talk between activated protein C and TNF signaling

in vascular endothelial cells: implication of EPCR, noncanonical NF-«kB,

and ERK 1/2 MAP kinases

Christophe Guitton, Alice Cotterean, Nathalie Gérard, Thibaut Quillard, Annabelle Chauveau,

Julie Devalliere, Pierre Tonnerre, and Béatrice Charrean
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Guitton C, Cottereau A, Gérard N, Quillard T, Chauveau A,
Devalliere J, Tonnerre P, Charreau B. Protective cross talk between
activated protein C and TNF =ignaling in vascular endothelial cells:
implication of EPCR. noncanonical NF-xB. and ERK1/2 MAP ki-
nases. Am J Physiol Cell Physiol 300: CO00-CO000, 2011. First
publizhed January 12, 200 1; doi: 10,1 152/ajpeell 00003 2010 —Acti-
valed protein C (APC) is a natural anticoagulant protease that displays
cyloprolective and antiinflammatory activities and has been demon-
strated to reduce mortality of patients with severe sepsis. However,
APC =ignaling 1= not fully understood. This study further investigated
the antiinflammatory effects of APC in vascular endothelial cells (EC)
and examined the cross lalk between APC and TNF signaling.
Analysis of the regulatory mechanisms mediated by APC on vascular
human EC shows that APC impairs TNF signaling by triggering a
preemptive activation of mtracellular pathways. We found that APC
signaling causes a moderate but significant induction of cell adhesion
molecules (CAMs) including VCAM-1 at mRNA and protein levels.
Activation of the noncanonical NF-xB and ERK1/2 are both pivotal to
APC signaling leading to VCAM-1 expression. APC upregulates TNF
receptor-associated factor 2 (TRAF2) and phosphorylates NF-xB p&3
at Ser276 and Ser336 independently of IkB degradation. The ultimate
protective antiinflammatory effect of APC in response to TNFE is
associated with a sustaned activation of ERKI/Z and Akt while
phosphorylation of NF-xB p65 is precluded. Inhibitors of ERK
{PDYR05Y and Ut 26) abolish the antiinflammatory signal mediated
by APC. Blocking antibodies and silencing assays also suggest that, in
EC, protease-activaled receplor | and endothelial protein C receptor
(EPCR) both conduct ERK activation and VCAM-1 induction in
response 10 APC. To conclude, APC protects EC by attenuating CAM
expression during inflammation. APC engages a regulatory cross talk
involving EPCR. ERK., and NF-B that impairs TNF signaling.

coagulation: endothelium; tumor necrosis factor signaling: prolective
signaling pathways; inflammation: endothelial protein C receptor

THE ENDOTHELIUM IS A FUNCTIONAL barrier between the vessel
wall and bloodstream. which exhibits a variety of important
functions, including contrel of coagulation, hbrinolysis, vas-
cular tone, growth, and immune response (14). It 15 now clear
that dysfunction of the endothelium disturbs a physiological
protective regulatory balance, which is a critical factor in the
progression of inflammatory and amtoimmune diseases, in
atherosclerosis, and in transplant rejection (9, 10, 20, 26, 27).
The endothelium can be considered as a first link between

Address for reprint requests and other corres ce: B. Charrean, [INSERM
Uad3, ITERT, CHU Hitel-Dieu, 30 Bd Jean Monnet, F-44093 MNantes. France
{e-mail: Beatrice Charreau@univ-nantes. fr),

httpefiwsrw.ajpeel Lorg

inflammation and coagulation since activated endothelm dur-
ing inflammation represents a surlace where proteins invelved
in both coagulaton and the development of inflammation are
expressed (1, 12).

Acnvated protein C (APC) i= an anticoagulant protease that
elicits cytoprotective and antiinflammatory activities and has
been shown clinically to reduce mortality of patients with
severe sepsis (3). APC binds to specific receptors mainly
expressed on endothelial cells (EC) known as endothelial
protein C receptors (EPCR) (19). In vivo. the antinflammatory
effects of APC that are independent of its anticoagulant effects
include nhibition of neutrophil adhesion, decreased TNF-u
synthesis, and decreased drops in blood pressure (see Ref. 15
for review ). APC has muluple effects in tissue culture systems,
including regulation of gene expression, limitation in proin-
Aammatory activity, attenuation of inflammatory cytokine and
chemokine generation, and upregulation of antiapopiotic genes
of the Bel-2 family of homologs (7, 13, 16, 30).

Mechamstically, APC has multiple signaling effects that
may involve multiple receptors and cell signaling pathways.
Earlier studies using gene expression analysis suggested that
recombinant APC inhibited TNF induction of cell surface
adhesion molecules (e.g., VCAM, ICAM, E-selectin) through a
regulatory effect on the NF-kB pathway (16). Some evidence
also suggests that recombinant APC also upregulated genes
associated with cell survival and protection against apoptosis
including Bel-2 homolog (Al), endothelhial nitric oxide syn-
thase (eNOS)., and the inhibitor of apoptosis (LAP), and sup-
pression of the apoplosis-associated genes calreticulin and
TRMP-2 (16). APC has also been demonstrated to activate the
mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway in EC in
vitro, Riewald et al. (28) reported that APC, by interacting with
EPCR on EC, induces phosphorylation of MAPK via protease-
activated receptor | (PARL) activation. Activation of ERK1
and 2 1s a prerequisite for endothelial cell proliferation induced
by APC (31). Furthermore. because MAPK are also implicated
in the TNF signaling pathway. APC could alse modulate
inflammation and apoptosis via activation of the MAPK (24,
20). However, the mechanism by which APC exerts antiin-
flammatory and cytoprotective signaling in endothelial cells 1s
not fully understood.

In the present study, we examined signaling pathways trig-
gering the cross talk between inflammation and coagulation
mediated by APC using primary cultures of human arterial
endothelial cells (HAEC). How the signaling specilicity of
APC may change TNF-mediated signaling and the respectve
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invelvement of EPCR and PAR receptors have been invest-
gated further in EC.

MATERIALS AND METHODS

Cell calture and reagents. Primary cultures of HAEC and human
umbilical vein EC (HUVEC) were generaled and cullured as we
previously reported (9). EC were grown in endothelial basal growth
medium (ECBM. Promocell, Heidelberg, Germany) supplemented
with 10% fetal calf serum (FCS), 04% EC growth supplement-
heparin, 0.1 ng/ml human epidermal growth Factor, | ng/ml human
basic fibroblast growth factor, | pg/ml hydrocortisone, 50 pg/ml
gentamicin, and 50 ng/ml amphotericin B. For activation, confluent
EC monolayers were cultured with human TNF-o (provided by
Professor P. Neuman, BASF. Ludwigshafen. Germany). Human re-
combinant IL-18 (R&D Systems. Abingdon, UK) was used at 5
ng/ml. Activation experiments were performed in six-well plates
using confluent EC monolayers. Cells were deprived for 18 h in EC
growth medium supplemented with only 2% FCS before incubation
with 100 U/ml recombinant human TNF or APC (from 5 min to 8 h).
When applicable, cells were preincubated with inhibitors for | h or
APC for 824 h before incubation with TNE. Syathetic PAR agonist
and control peptides (purchased from Peptides International. Louis-
ville. KY) were as follows: PAR] agonist peptide (ap) 1: SFLLRN-
NHz (20 and 100 uM): PAR! ap2: TFLLR-NH: (5 and 10 wM):
PAR2 agonist: 3-mercaptopropionyl-F-Cha-Cha-REKPNDK-amide
(10 and 50 pM): and PAR4 agonist peptide: AYGKF-NHz (10 pM
and 50 pM).

Recombinant human APC [Drotrecogin alfa (activated); Xigris]
was kindly provided by Lilly-France. When applicable. experiments
involving APC contained 100 oM hirudin (Refludan) to exclude
thrombin signaling. Pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC. 10 wM).
UDI26 (5 pM), PDOROSY (10 M), and MG132 (1 pM) inhibitors
were purchased from Calbiochem (St Quentin Fallavier, France .

Cell lvsis and Western blot analvsis. Cell lysis was performed on
ice in 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, and 1% Nonidet-40 in the
presence of the following protease inhibitors: [4-(2-aminoethyliben-
zenesulfonyl Auoride] (AEBSF), E-64, bestatin. leupeptin, aprotinin,
and sodium EDTA (Protease Inhibitor Cocktail; Sigma. St Quentin
Fallavier, France). Protein concentration was determined using bicin-
choninic acid protein assay reagent (Pierce, Rockford, IL). Cell
lysates (20 pg) were resolved by SDS-PAGE (12%). and proteins
were transferred to nitrocellulose membranes (ECL Hybond: Amer-
sham, UK) using a Trans-Blot 8D Semi-Dry Electrophoretic Transfer
Cell (Bio-Rad). Then. membranes were subjected to Western immu-
noblot analysis using primary antibodies described above and appro-
priate peroxidase-conjugated secondary antibodies. After incubations
and washes, antibody-bound proteins were delected using an en-
hanced chemiluminescence ECL Western blotting analysis system
tAmersham). and the membranes were exposed o Kodak X-Omat LS
X-ray film. Blot quantification was performed with a Kodak Digital
Science Image Station 440 CF, and densitomelry was performed using
Multi Gange software (version 3.0).

Mouse monoclonal antibody directed against human VCAM-1 was
purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz. CA) (clone
E-10) (1:1.000 dilution). Rabbit and mouse monoclonal antibodies
directed against total andfor phosphorylated form of Akt (Serd73).
IkBa (Ser32), NF-xB p65 (Ser336, Ser276, Serd6s, Lys3l0), eNOS
(Serl177), p38 (Thr18WTyrl82), ERK1/2 (The202/Tyr204), JNK/S
SAPK (Thrl&¥Tyrl85), phosphoinositide-dependent  kinase |
(PDK1). TNF receptor (TNFR Fassociated factor 2 (TRAF2), NF-xB-
inducing kinase (NIK), IKK. and RelB were purchased from Cell
Signaling Technology (Ozyme. St Quentin Yveline. France) (1:1.000
dilution). Mouse anti-GAPDH antibody was from Chemicon (Val de
Fontenay, France) and used (1:5.000 dilution) to quantify total pro-
tein. Anti-mouse { 1:2,000 dilution) and anti-rabbat (1:1,000 dilution)
{both From CST) and anti-goat {1:2.000 dilution: from Serotec) 1gG,

horseradish peroxidase were used as a secondary antibodies. When
applicable, EC were incubated with blocking anti-EPCR (RCR-252,
25 pg/ml), anti-PAR! (ARAP2, 25 pg/ml). or irrelevant control
anlibodies (Abs: Zymed. Invitrogen, France) for 20 min al room
lemperature before incubation with recombinant APC.

ERK activation was measured using a cell-based ERK1/2 ELISA
kit that allows the concomitant quantification of phosphorylated
(Thr202/Tyr204) and total ERK /2 [RayBio Cell-based ERK /2
(activated) ELISA sample kit]. Experiments were performed in
triplicate according to the manufacturer's recommendations (Ray-
Biotech, Morcross. GA).

Fluorescence-activated cell sorting analvsis and immunofluorescence.
After reatment. EC were harvested using trypsin-EDTA and washed
in PBS, 1% FCS, and 0.1% NaN; at 4*C. The cells were incubated
with primary polyelonal or monoclonal antibodies (10 wg/ml in PBS.
1% FCS, 0.1% NaNz) for 30 min at 4°C. Mouse monoclonal anti-
bodies directed against human VCAM-1. E-selecun (CD62EL
ICAM-1 were purchased from R&D Systems (Lille. France), poly-
clonal goat Abs against EPCR were from R&D Systems. and mono-
clonal anti-PART (ATAPI2) was from Zymed (Invitrogen, France).
After washing in PBS-1% FCS-0.1% NalN;, cells were stained (30
min, 4°C) with a FITC- or phycoerythrin (PE)-labeled secondary
donkey anti-goat or goat anti-mouse 1gG Flab')s antibody (Jackson
Laboratories, West Grove PA). Control staining was with irrelevant
isotype-matched antibodies. Fluorescent labeling was measured on
10,000 cells/sample using a FACscalibur and analyzed with CellQuest
software (Becton Dickinson, Mountain View. CA). For immunofluo-
rescence, EC were grown lo confluence on glass coverslips. After
treatment, cultures were washed with PBS, fixed for 20 min in PBS
containing 4% paraformaldehyde. and permeabilized with 0.1% Tn-
ton X-100 for 15 min. Cells were washed again with PBS. incubated
overnight at 4°C with blocking buffer (5% BSA in PBS), and then
incubated with  tetramethylrhodamine  1sothiocyanate-phalloidin
(Sigma) or monoclonal anti-p63, anti-phospho-Akt, anti-INK/SAPK
antibodies (from CST, 10 pg/ml) for 4 h. Shdes were rewashed and
incubated with PE- or FITC -conjugated goat anti-mouse antibodies (5
pg/ml, Jackson) and DAPI for | ho Slides were washed in PBS, dried,
and mounted with ProLong antifade reagent (Molecular Probes).
Specimens were examined by immunefluorescence microscopy using
a Nikon Diaphot microscope (Nikon. Japan).

Transfections and reporter gene assavs. Translections were per-
formed wsing lipofectAmine+ reagent (Invitrogen, Cergy Pontoise,
France), and VCAM-1 and NF-xB promoter-luciferase reporter con-
structs were kindly provided by Dr. M. Soares (Institut Gulbenkian de
Ciéncia. Oeiras, Portugal). Transfected cells (HUVEC) were incu-
bated with and without APC, hirudin, and TNF (100 Ufml) for the
various periods of time. Untreated and TNF-treated EC were used as
negative and positive controls, respectively. Cell extracts were ob-
tained using the Promega (Madison, WI) cell culture lysis reagent
extraction kit and luciferase activity was assayed (luciferase assay
system, Promega) according to the manufacturer’s instructions. Re-
sults shown are means * SD [rom four separate experiments per-
formed in duplicate wells, normalized. and are expressed in arbitrary
luciferase units.

RNA isolation and RT-PCR. RNA from treated EC was collecied
by TRIzol extraction (Invilrogen). Genomic DNA was removed by
DNase treatment (Roche, Indianapolis, IN). and mRNAs were reverse
transcribed into first-strand cDNAs using polydT oligonuclectide and
Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase (Invitrogen). The
following oligonuclectides were used in this study as pamers in PCR and
to design probes: human VCAM-1 forward: 5'-CTCACCTTAATTGC-
TATG-3" and reverse: 3'-GTTTTTACCTTCTAAGAC-3"; human B-ac-
tin forward: 5-AATCTGGCACCACACCTTCTACA-3" and reverse:
Y-CGACGTAGCACGCTTCTCCTTA-3 (Genosys, Sigma. St Quentin
Fallavier, France). Target transcripts were amplified in 25 pl of PCR mux
containing 10> buffer, 30 mM MgaCla, 2.5 mM, of dATP, dCTP, dGTP,
and dTTP. 100 pmol/pl of each primer and Taq DNA polymerase
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{Invitrogen). The cycling conditions were as follows: 5 min at 95°C 1o
activate the Tag DNA polymerase, cycles of | mun at 95°C and 45 s at
both 60°C and 72"C—between 18 and 23 cycles were used depending on
the primers—and the reaction was finished with 3 min al 72°C and
storage at 4°C. PCR products were separated on 1% agarose-gel in the
presence of ethidium bromide.

Ouantitative real-time PCR. Real-time quantitative PCR (qPCR)
was performed in an Applied Biosystems GenAmp 7700 Sequence
Detection System using labeled TagMan probes (Applied Biosys-
tems, Foster City., CA). The following commercial ready-to-use
primers/probe mixes were used (Applied Biosystems): VCAM-1
(Hs00365486_ml), hypoxanthine guanine phosphoribosyl trans-
ferase (HPRT) was used as an endogenous control to normalize
RNA amount. Relative expression between a given sample and a
reference sample was calculated according to the 2724 method
(where Ct is cycle threshold), where the reference represents
onefold expression, as previously described (21).

Short imterfering RNAs and silencing. Short interfering RNA
(siRMNAs) were designed. synthesized. and purchased from Ambion

c3

(Applied Biosystems). Cells were transiently transfected with 10 nM
of nontargeting (ns) or largel-specific siRNAs using Lipofect AMINE
RNAIMAX reagent according to the manufacturer’s instructions (In-
vitrogen). The following target-specific siRNAs were used for trans-
fection: EPCR-siRNA-| targeting the mRNA sequence 5'-GTGGAT-
GCCTTTCGGGTCA-3' and the ns-siRNA 5'-CTACGTCCAG-
GAGCGCACC-Y, the PARI siRNA targeting the mRNA sequence
5 -GCAATGAGCTGTTTGAAGA-3. The efficiency of silencing de-
termined by Western blots and flow cyiometry analyses in each
experiment ranged from 704 (o =90%.

Statistical analysis. Results are expressed as means = SD. Data
were analyzed using Prism software (version 4.0; GraphPad), and
statistical significance was determined using InStat software (version
30 GraphPad). Group compansons were made using two-tailed
Student’s f-tests, and analysis of variance was used when more than
two treatment regimens were compared. When applicable. guantita-
tive variables were compared using nonparametric Kruskal-Wallis
test. This analysis was completed with a post hoc Dunns test. A value
of P = 0.05 was considered statistically significant.
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Fig. 1. Regulatory effect of recombinant activated protein C (APC) on cell adhesion molecule (CAM) expression in unstimulated and TNF-activated endothelial
cells (EC) A: representative FACS analysis showing the expression of VCAM-1, E-selectin, and ICAM-1 on cultured EC 8 h after incubation with medium alone,
TNF-w. APC. or TNF-a following a pretreatment with APC (180 nM) for 16 h. B: quantitative analysis from 4 independent FACS experiments. Results shown
are mean values = SOk *P < 0,05 ve, basal: **P = 0.05 vs, TNF-e. C: quantitative analysis of VCAM-1 expression on EC treated with APC alone (24 h) or
APC (16 h) andfor TNF-o (8 h) performed by FACS. Results shown are mean values = 5D from 4 independent experiments; *P < 0.05.
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4
RESULTS

Activated protein C modulates cell adhesion molecule ex-
pression tn vascular endotheltal cells. Earlier studies reporied
that APC upregulates a broad set of genes encoding protective
and anti-inflammatory molecules (7, 13, 16). However, the
protective signaling driven by APC is still not fully elucidated.
In the present study, a possible crosstalk between TNF and
APC signaling was investigated in primary cultures of human
vascular EC. Firstly, to test whether APC signaling may
interfere with TNF signaling, EC were preincubated with APC
and subsequently challenged with TNF-ct. Expression of cell
adhesion molecules (CAM) was analyzed by flow cytometry.
As shown Fig. |, pretreatment with APC significantly reduces
the TNF-c-mediated expression of the CAMs, VCAM-1, E-
selectin (CD62ZE), and ICAM-1 (Fig. 14). APC reduces by
25-40% the ability of TNF-at to upregulate CAM expression
mn EC with 37.6 = 6.2% of inhibition for VCAM-1, 324 +
7.9% for E-selectin, and 24.5 + 6.8% for [CAM-1 (Fig. |B. P <
(.05 ve. TNF-treated EC). However, we found that EC treated
for 8 h with APC alone exhibit a significant increase in
VCAM-1 (3.5-fold increase as compared with basal level) and
E-selectin (5.5-fold increase as compared with basal level)
expression as compared with untreated controls (Fig. 1B, P <
0.05 vs. untreated EC). No significant increase was found for
ICAM-1. In addition, no increase in VCAM-1 was observed
when EC were treated with APC alone for 24 h (Fig. 1C),
mdicating that APC tnggers a transient and selective upregu-
lation of CAMs.

The regulatory effect of APC on VCAM-1 expression was
further investigated using TNF-a as a positive control for EC
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=

w
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g

Fig. 2. VCAM-1 protein regulation by recombinant APC. E
A: concentration-response analysis of VCAM-1 surface ex- =
pression on EC after 8-h treatment with recombinant APC. F

B: time course analysis of VCAM-1 surface expression on EC
after treatment with recombinant APC (180 nM). Results
shown in A and B are mean fluorescent intensity (MFI) values = C
5D from 6 (4) and 3 (B) independent experiments; *P < 0.05
vs. controls. ¢ representative FACS analysis showing
VCAM-1 expression (filled histograms) after treatment with
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activation and signaling. As shown in the Fig. 2. the regulatory
effect of APC on VCAM-1 expression was conceniration de-
pendent (Fig. 24), significant at 0.3 pg/ml of APC and maximal
8 h after treatment (Fig. 2B). VCAM-| expression was still
observed in the presence of hirudin. indicating that thrombin
contamination could not account for the induction of VCAM-1
expression (Fig. 2C). Induction of VCAM-1 protein expression
in respense to APC was confirmed by Western blot analysis
(Fig. 203, Western blot quantification (Fig. 2E) from three
independent experiments confirmed an increased VCAM-]
level i response to APC up to 3.6 * 0.8-fold increase of basal
level as compared with a 10.2 = 1.9-fold increase in response
to TNF (P == 0.05 vs. untreated EC and TNF-activated EC).
Next, RT-PCR assays were performed on EC treated with APC
(180 nM) or TNF-a (100 Ulml) for various periods of time
(from 2 h to 24 h). TNF-ot induced a transient accumulation of
high levels of VCAM-1 mRNA in EC (maximum 420-fold
increase as compared with basal level) while the transiem
upregulation in VCAM-1 mRNA mediated by APC was sig-
nificant but moderate (maximum 50-fold merease as compared
to basal level). Thus, RT-PCR assays indicate that an increase
in mRNA level correlates with cell surface protem level for
VCAM-1 in cells treated with APC (Fig. 3). Using a VCAM-J
gene promoter driven luciferase reporter assay allowed us o
establish that APC induces VCAM-! promoter actuvity in EC
(Fig. 3C). Again, although moderate as compared with activity
induced by TNF-a, VCAM-I promoter activity induced by
APC was significant compared with controls (P =0 0.05).
Together, these results strongly suggest that recombinant APC
mediates VCAM-1 expression in EC through activation of
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Fig. 3. Effect of APC on VCAM-T gene transcription. A and B: time course
analysis of steady-state VCAM-1 mBNA in cultured EC treated with APC
(180 nM) or TNF-a (100 Uiml) performed by semiquantitative RT-PCR (4)
and quantified by real-time quantitative PCR (F). Ct, cycle threshaold.
C: VCAM-1 gene reporter assays. Human umbilical vein EC (HUVEC) were
transfected with a VCAM- 1 promoter-tuciferase reporter construct or an empty
vector as a control. Transfected cells were incubated with and without APC
(180 oM and TNF-ce (100 Ufml) for the various periods of time. Untreated and
TNF-te-treated control EC were used as negative and positive controls, respec-
tively. All treatments were performed in the presence of hirudin (100 aM).
Afier cell lysis, luciferase activity was assayed and normalized according to the
manufacturer’s instructions. Results shown are means = SD from 4 separate
experiments performed in duplicate wells, normalized, and are expressed in
arbitrary luciferase units; *P < 0.05 vs, control.

VCAM-1 gene transcription. Gene expression profiling, using
TagMan Low Density Arrays targeting immune pathway, in-
dicates that APC also drives a moderate but significant increase
in transcript levels for some mediators of inflammation nelud-
ing ICAM-1. E-selectin, and IL-8. These regulations were
subsequently confirmed by gPCR (data not shown).

The noncanonical NF-xB pathway is pivotal in the regula-
tion of VCAM-1 by APC in endothelial cells. Induction of
VCAM-1 transcription by TNF-w is, as for the other CAMs
E-selectin and ICAM-1, dependent on activation of the tran-
scription factor NF-kB in EC (8, 32). Therefore, we speculated
that NF-kB may also be involved in CAM regulation by APC.
Teo test this possibility, EC were preincubated with synthetic
inhibitors before treatment with APC (Fig. 4). We found that
inhibition of NF-kB using PDTC or MG132 efficiently pre-
vents VCAM-1 expression as measured by Western blot (Fig.
4A) and by flow cytomeiry (Fig. 48). Both effects were
concentration  dependent.  Blocking the p38 MAPK with
SB203580 has no significant effect (data not shown). To
explore further the implication of NF-kB in the APC signaling,
phosphorylation and degradation of RelA/p6S and IkBa were

C5

analyzed by Western blotting (Fig. 4C). We found that TNF-a,
a potent inducer of NF-kB, promotes a rapid phosphorylation
of pb3 at Ser536 that correlates with the phosphorylation and
degradation of total IkBo. In comparison, neither phosphory-
lation at Ser32 nor degradation of IkBa was observed in
respomse 0 APC. Nevertheless, a transient decrease in phos-
pho-p63 basal level was found at 10 and 15 min preceding a
late induction of the pb3 phosphorylation at 30 min. EC were
transiently transfected with a synthetic NF-gB-luciferase re-
porter derived from E-selectin promoter (5) and then chal-
lenged with either TNF or APC (Fig. 40). Gene reporter assays
showed that APC has only a modest effect on NF-kB promoter
activity (maximum twofold increase, P <= (1.05). whereas TNF
drives up to fivefold increase (P <= 0.03) in promoter activity.
Time course of NF-kB p63 phosphorylation was examined in
EC treated with both APC and TNF (Fig. 4F). We found that
APC sigmificantly mhibits p65 phosphorylation mediated by
TNF at all time points.

Next, we sought to determine the mechanisms and signaling
pathways activated by APC alone to examine how APC sig-
naling may interfere with TNF signaling to downregulate
inflammatory gene expression. In Fig. 5, immunoblots further
show that APC drives a rapid and transient induction of
TRAF2, NIK. and IKKa/B (at 15 min) followed by a late (at 1
h and 3 h) phosphorylation of p635 at Ser276, 463, and 536 and
Lys310. Therefore, APC signaling is associated with an acti-
vation of the transcription factor NF-xB via a mechamism that
is not associated with the canonical kB phosphorylation/
degradation or NF-&B (i.e., RelA) nuclear translocation, al-
though it affects NF-kB binding to DNA kB consensus se-
quences in the VCAM-I and E-selectin promoters.

ERKI/2 MAPK is activated by APC and serves as an
antiunflammatory signal in endothelial cells. To explore further
APC signaling in vascular endothelinm, we next examined the
effect of APC on phosphorylation of MEK1/2 and ERK1/2
(p42/44) in both resting and TNF-activated EC. As shown
Fig. 6A, and consistent with earlier studies (31), miracellular
levels of phosphorylated ERK1/2 began to increase 5 min after
treatment with APC, peaking at |5 min after treatiment, and
thersafter gradually decreased to pretreatment levels. We
found a parallel increase in phosphorylation of INK2/3 MAPK
with a similar time course, whereas phosphorylation of JNK1
was only significant at 30 min. In contrast, no phosphorylated
p38 MAPK was detected in EC treated with APC alone, while
in our conditions. p38 was efficiently phosphorylated in re-
sponse to TNF-ct. Moreover, when considering the phosphati-
dylinositol 3-kinase pathway. we found that phosphorylation of
Akt occurred in response to APC but was delayed as compared
with those observed in response o TNF and only found at 30
min. Downstream of Akt, phosphorylated eNOS was found
preserved in response to APC, while upstream of PDKI,
phosphorylation was not affected. APC-mediated cell signaling
was confirmed by immunofluorescence (supplemental Fig. 51:
Supplemental Material for this article is available online at the
Journal website). Figure 68 also indicates that pretreatment
with APC deeply inhibited major signaling events triggered by
TNF. These changes include an enhanced phosphorylation of
ERK1/2 and a sustained phosphorylation of Akt. A quantitative
analysis is shown in Fig. 6C. The ability of APC to activate
ERK1/2 mn resting cells and to enhance ERK activation in
TNF-treated cells was also confirmed by measuring activated
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Fig. 4. Implication of NF-kB in the regulatory action of

APC. 4: Western blot analysis of APC-mediated

VCAM-1 expression after inhibition of the NF-kB

pathway using pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC). A }
concentration-response analysis of inhibitor is shown. /
Blots were reprobed with anti-GAPDH antibodies to
ensure equal protein loading. B: representative (fef7) and
quantitative (righi, from 3 experiments) FACS analysis f
showing the inhibitory effect of PDTC and MG132 on i1
APC-induced expression of VCAM-1 on vascular EC
(gray histograms). For FACS analysis, experimental neg- i
ative controls were performed wsing an isotype-matched
control [pG (empty histograms). Specific MFI values are
indicated. Results are representative of 3 experiments.
Quantification was obtained from 3 separate experiments.
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Controls for statistical analyses are cells treated without
the inhibitors (*F < 0.05 vs. APC alone). C: comparative
analysis by Western blots of NF-kB signaling pathway in
EC treated with TNF-w {100 U/ml) or recombinant APC
(180 nM). Time course analyses are shown; blots were
reprobed with anti-GAPDH antibodies to ensure equal
protein loading. I NF-kB gene reporter assays. HUVEC
were transfected with a NF-sB-luciferase reporter con-
struct or an empty vector as a control. Transfected cells
were incubated with and without APC (180 aM), hirudin
(100 aM), and TNF-z (100 Ufml) for the various periods
of time. Untreated and TNF-treated control EC were used
as negative and positive controls, respectively. After cell
lysis, luciferase activity was assayed and normalized
according to the manufacturer’s instructions. Results
shown are means = SD from 4 separate experiments
performed in duplicate wells, normalized, and are ex-
pressed in arbitrary luciferase units. E and F: representa-
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ERK using a cell-based assay (Fig. 61, P < (.05 vs. medium:
P < 0.05 vs. TNF-w). In contrast. phosphorylation of NF-xB
pb3 was prevented, confirming that inhibition of NF-kB activ-
ity occurrad.

The contribution of ERK to the regulatory functions of APC
on VCAM-1 was mvestgated by employing MEK inhibitors,
PDOS05Y (10 pM) and UOL26 (5 M. Treatment of EC with
APC enhanced VCAM-1 expression. In the presence of
PDUR05Y, the effect of APC was markedly increased at 8 h
(Fig. 7). Pretreatment with the other MEK mhibitor, U126,
also augmented VCAM-1 in response to APC (P < 0.05 vs,
diluents). U126 and PD9805Y alone had no significant effect
on VCAM-1 induced by TNF. The inhibitory action of both
PDUR0SY and U126 on ERK activation was confirmed by
Western blots (data not shown}). To further confirm the role of
ERK in the modulation of VCAM-1 in mflammatory condi-
tiens, EC were pretreated with APC in the presence or absence

9 60 120 180 240 300 360
{rmin}

of inhibitors before stimulation with TNF. As shown in Fig. 7,
the APC-mediated downregulation of YCAM-1 in response to
TNF was significantly abrogated by PDOB0G30 and U126 (P <
0.05 wvs. diluent). The data collectuvely suggest that ERK 1s
activated by APC and serves as an antiinflammatory signal that
suppresses  expression of NF-kB-dependent inflammatory
genes probably by inhibiting IKK activity in EC.

PARI and EPCR equally mediate APC signaling that trig-
gers VCAM-1 expression. PAR] has been shown to be a
major receptor mediating the protective effect of APC (28),
The contribution of EPCR to APC signaling is still poorly
defined. Thus, 1n this study we sought to define the upstream
signaling events that account for ERK activation and
VCAM-1 regulation in response to APC. First, contribution
of the PAR receptors was assessed by analyzing VCAM-1
induction in response to agonists of PARL, -2, and 4. PAR3
is not significantly expressed by EC (17). Agonist peptides
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Fig. 5. APC signaling causes phosphorylation of NF-kB p65. Representative
Western blots showing the effect of APC on the NF-xkB pathway. A time
course analysis of APC (180 nM) is shown. Immunblotting was performed
using antibodies against total andfor phosphorylated forms of NF-kB p63
(Ser336, Ser2T6, Serd68, Lys310), TNF receptor-associated factor 2 (TRAF2),
NE-kB-inducing kinase (NIK), IKKaf, and RelB. Blots were reprobed with
anti-GAPDH antibodies to ensure equal protein loading.

for PARL (PARI-apl and -ap2) efficiently reproduced the
induction of VCAM-1 obtained by recombmnant APC m EC. In
contrast and consistent with previous reports (29), no effect was
found by using agonists of PAR2 and PAR4 (Fig. 84). In
experiments using blocking antibodies, VCAM-1 induction
was totally suppressed using either anti-PARI or anti-EPCR
antibodies, suggesting that both receptors equally contribute to
APC signaling (Fig. 8B). To confirm this hypothesis, silencing
of PAR1 and EPCR was achieved in vascular EC by the use of
siRNA. Efficiency of siRNAs to silence EPCR and PARI 1s
presented in Supplemental Fig. S2. Figure 8. C and D, further
confirms by flow cytometry and by Western blotting, respec-
tively, that silencing PARI or EPCR similarly abrogates
VCAM-1 expression in response 1o APC. No additive effect
was found by silencing both targets. A quantitative analysis
comparing the blocking effect of antibodies and siRNAs is
shown in Fig. 8E. Statstical analyses confirmed that antibodies
and siRNAs targeting EPCR or PARI similarly inhibit the
induction of VCAM-1 in response to APC (P < 0.03 vs. APC
alone). Next, the respective impact of PAR] and EPCR recep-
tors was investigated in cells that express selectuvely EPCR or
PARI. As shown in Supplemental Fig. 83, in contrast to EC
that express both PAR1 and EPCR, epithelial cells from the
HelLa cell line only express EPCR but no PARI1, whereas the
Jurkat T cells express PARI but not EPCR as determined by
flow cytometry (Supplemental Fig. 534). These cells were
used as an experimental model to assess the respective role of
PAR] and EPCR in ERK1/2 activation. Western blots show
that APC induces phosphorylated ERK only in cells expressing
EPCR (EC and to a lesser extend HeLa) but not in T cells
expressing PARI but ne EPCR (Supplemental Fig. S3B).

Selective silencing of EPCR or PAR1 in EC similarly prevents
ERK activation in EC (Supplemental Fig. S3C). Together,
these lindings sustain the fact that both receptors are required
in EC to trigger APC signaling. These data also suggest that
APC signaling and regulatory function may also differ accord-
ing to cell type.

DISCUSSION

The recombimant form of human activated protein C, a
natural anticoagulant serine protease, improves the outcome
of patients with severe sepsis (3). The protective effect of
APC supplementation in patients likely reflects the ability of
APC to modulate multiple events implicated 1n the patho-
physiology of sepsis. Indeed, in addition to the control of
coagulation, APC alse elicits cytoprotective and antiinflam-
matory activities established in several in vitro studies and
animal models (18, 20, 30). Here we show that recombinant
APC plays a regulatory role in EC by attenuating CAM
expression during inflammation. We demonstrate that APC
regulates both the noncanonical NF-kB and ERK1/2 signal-
ing pathways to modulate VCAM-1 expression in resting
and activated EC.

Our results indicate that antiinflammatory function of
recombinant APC in the presence of TNF-u requires an
active phase of cellular signaling and activation of gene
transcription in primary vascular EC. Analysis of VCAM-1
gene transcription and protein expression was used Lo assess
the regulatory function of recombinant APC in inflamed
endothelium. Although moderate as compared with TNF
signaling, we found that APC signaling consistently induces
VCAM-1 mRNA and protein. Gene reporter assays indicate
that the increase in YCAM-1 mRNA after treatment with
APC is due to an increase in the rate of gene transcription.

The transcription factor NF-kB plays a central role in the
regulation of inflammatory and immune responses, control
of cell division, and apoptosis. The NF-kB family of tran-
scription factors i1s composed of five members sharing a
consensus Rel homology domain, 1.e., p30, p52. cRel, RelB,
and RelA (p63), which is probably the predominant active
form 1n EC (23). NF-«B proteins form homodimers and
heterodimers that can bind kB DNA motifs in the promoter
regions of “NF-kB-dependent genes.”

Actvation of the NF-kB pathway was further demonstrated
by the induction of NF-kB binding site-dependent transcrip-
tional activation in APC-treated cells. These observations sug-
gested that the induction of VCAM-1 genes by APC was at
least in part related to activation of the NF-kB pathway. This
was supported by observations showing that the NF-xB mmhib-
itor PDTC greatly reduced the induction of the VCAM-1
expression by APC. The canonical pathway of NF-kB activa-
tion, through the activation of various receptors, including
those for TNF-a or IL-1 B, involves phosphorylation and ubig-
uitination of IkBa and its subsequent degradation by the
proteosome machinery (6). The activation of NF-kB by several
stress-inducing agents has been reported to involve a reduction
in the level of IkB protein; however, 1t does not involve
phosphorylation and degradation of IkBa but appears to be
related to a reduction in the translation of IkB mRNA. Not only
degradation of [k B and nuclear translocation of NF-xB but also
posttranslational modifications of NF-kB, including site-spe-
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Fig. 6. APC signaling in EC and potential interference between APC and TNF signaling pathways. A: Western blots comparing the activity of the MAPKs
(ERK1/2, p38, and INESSAPK) and the phosphatidy linositol 3-kinase [Aktl, phosphoinositide-dependent kinase 1| (PDEKI). and endothelial nitric oxide synthase
(eNOS5)] in EC treated with APC (180 nM) or TNF (100 Ufml). B: antagonistic effect of APC on TNF signaling in cultured vascular EC. Cells were treated with
TNF (100 oM} with or without a preincubation with APC (180 nM) for 8 h. Cell lysates were subjected to Western blotting. Time course analyses are shown;
blots were reprobed with anti-GAPDH antibodies to ensure equal protein loading. C: quantitative time course analvsis of ERK1/2 and Akt phosphorylation in
response to APC andfor TNF from 3 independent Western blot experiments. Results were normalized by GAPDH values and are expressed as arbitrary units.
D activation of ERK1/2 in response to APC andfor TNF measured by a cell-based ELISA assay; *F < 0.05 vs. medivm, ¥*P < 0,05 vs, TNF-treated cells. 0D,

optical density.

cific phosphorylation, particularly p635 phosphorylation, are
mportant for optimal frans activation activity of NF-xkB. We
found that APC causes neither IkB phosphorylation nor deg-
radation. Nevertheless, we demonstrated that recombinant
APC regulates phosphorylation of p65/RelA at Ser276 in the
Rel homology domain and Ser336, which is located on the
frans activation domain. Thus, phosphorylation of NF-xkB p63
may be implicated in the regulation of VCAM-1. E-selectin.
ICAM-1. and IL-8 reported here. Moreover, the phosphoryla-
tion status of p65 controls not only its transcriptional activity
but also specificity for different subsets of target genes (2) and
may at least in part be responsible for the selective induction of
gene expression observed in APC-treated cells. Interestingly,
induction of the adaptor TRAF2 was found as an early re-
sponse to APC. TRAF2 recruits antiapoptotic clAP1 and
cIAP2 to the TNFRI signaling complex through its COOH-

terminal TRAF-N domain and thereby mhibits the activation of
effector caspases by TNF-a (25). The stable expression of
wild-type TRAF2 completely mmhibited TNF-induced cell
death, suggestng that TRAF2 phosphorylation is not required
for its protective action (4). Whether TRAF2 may account for
the antiapoptotic action of APC in EC remains to be examined.

Mechamisms whereby APC may block the activation of
NF-«B by proinflammatory stimuli (1.e.. TNF) were then
analyzed. We found a major and early effect of APC on
ERK /2 and INK MAP kinases. whereas no effect was found
on p38, suggesting that activation of MAPK s upstream of
NF-xB activation that take place lately. As suggested by our
results, activation of ERK is required for the mduction of
VCAM-1 transcription. Indeed, together ERK and INK trigger
AP that in coordination with NF-xB activity is required for
VCAM-1 transcription. Thus we speculate that the early acti-
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Fig. 7. ERK regulates the modulation of VCAM-1 expression triggered by
APC in EC. EC were treated with APC (180 nM) or TNF (100 Ufml) for & h
or pretreated with APC for 16 h before incubation wath TNF for 8 h. Cells were
preincubated with inhibitors 1 h before treatment. A: representative FACS
analysis of VCAM-1 expression. Mean values of Auorescence intensity are
indicated. B: quantitative analysis from 3 separate FACS analysis. Data are
expressed as means + SD; *P < 0.05 vs. control conditions (treatment with
diluents but without inhibitors),

vation of ERK/INK accounts for the protective effect of APC
in EC. However, mechamsms that control temporal and spatial
aspects of NF-kB and ERK signaling and the interplay between
kinases and phosphatases that modulate pathway signaling are
still unclear (22).

Mechanistically, coagnlation and inflammation are inti-
mately linked and cellular signaling by coagulation proteases
through protease-activated receptors (PAR) may affect pro-
and antunflammatory responses (11). Some evidence suggests
that APC-EPCR complex can translocate from the plasma
membrane to the nucleus, where it could modulate gene ex-
pression (16). APC bound to EPCR has also been shown to
cleave PAR] and PAR2 (28). Signaling through PAR promotes
EC proliferation and mediates at least some of the antiinflam-
matory effects observed with APC. Silencing EPCR and PAR1
receptors indicates an equal contribution of both receptors in
VCAM-1 induction. Depending on cell type. APC induces
signaling via the MAPK pathway with phosphorylation of
ERE-1/2 that is reported to be PARI dependent and EPCR
dependent or PAR] dependent but EPCR independent (24,
28, 31). However, our findings support the concept that
EPCR iz necessary for ERK1/2 activation for APC signaling
in vascular EC.

co

In summary. our data provide evidence for the existence of
a regulatory pathway mediated by APC that impair for the TNF
signaling. In the future, it will be important o further deter-
mine the mechanisms by which APC desensitizes EC to TNF
signaling.
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Fig. 8. Invalvement of endothelial protein C recepior (EPCR) and protease-
activated receptor (PAR) receptors in APC-mediated regulation of endothelial
VCAM-1. A: immunoblots showing VCAM-1 and GAPDH expression in cells
treated with recombinant APC (180 nM) or PAR agonist peptides (PAR lapl,
PARIlap2. PAR4ap) or molecule (PAR2a), EC treated with culture medium or
TMNF-e¢ (100 Ufml) were used as negative and positive controls, respectively.
B: immunoblots showing VCAM-1, EPCR, and GAPDH expression in cells
treated with recombinant APC (180 nM) in the presence of blocking anti-
PARI or anti-EPCR antibodies. Cells treated with irrelevant control ictl) IgG
were used as a negative control. C and D: FACS for VCAM-1 (C) and Western
blot analysis for EPCR and PARI (D) in EC before and after silencing with
specific short interfering RNA (siRNA). EC were transfected without siRNA
(medivm) and with either nontargeting siRNA or siRNA specific for EPCR or
PARIL. EPCR and PAR] protein expression was analyzed 48 h after transfec-
tion by Western blot and FACS. EC were incubated for & h with recombinant
APC (130 nM). E: quantification from 4 independent Western blot analyses,
Results are expressed as relative percentages compared with TNF-treated cells:
P < 0.05 vs. medium, **P < 0.05 vs. TNF-o, ***P = 0.05 vs. APC.
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Supplement Figure S1

APC
18 min 30 min 80 min

Immunofluorescence studies were performed on EC grown on glass coverslips and treated with
recombinant APC (180nM). Immunostaining was performed as described in Materials and Methods.
Nuclei are stained using dapi (blue). Original magnification: x40.
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Supplement Figure S2
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Quantification of EPCR and PAR1 in EC before and after silencing with specific siRNA. EC
were transfected without SIRNA (medium) and with either non targeting (nt) SiRNA or SiRNA
specific for EPCR or PAR1. EPCR and PAR1 protein expression were analyzed 48h after
transfection by western blot and facs. Quantification from 4 independent facs analyses are
shown and results are expressed as relative percentages compared to mock transfected cells
(medium), *p<0.05 versus medium, **p<.05 versus ntSiRNA, ***p<0.05 versus irrelevant
SiRNA.
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Supplement Figure S3
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Respective implication of EPCR and PAR1 receptors on ERK1/2 MAPK activation by
recombinant APC. (A) A facs analysis comparing EPCR and PAR1 expression in EC,
epithelial HelLa cells and Jurkat T cells. Immunostaining was performed using specific anti-
VCAM-1 antibodies (filled histograms) or isotype-matched control IgG (empty histograms).
(B) Western blotting showing EPCR expression, phosphorylated and total ERK1/2 in cells
treated with recombinant APC. (C) Representatives Western blots showing phosphorylated
and total ERK1/2 in EC transfected with non specific (ns) siRNa or siRNA targeting EPCR or
PAR1. cells untransfected (medium) and transfected without SiRNA were used as controls.
Blots were reprobed with anti-GAPDH antibodies to ensure equal protein loading and are
representative of 3 separate experiments.
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[ll. D) Résultats additionnels

Certains résultats n’ont pu étre montrés dansrtetea(«data not show).

[ll.D.1) Induction des molécules d’adhésion par la PCa

=l CAl
EmE-sal
-5

Gene profiling and quantitative validation by realtime PCR. (A) Profiling of gene expression on ECs
was performed using the TagMan® Array Human Imm@eme Signature arrays (Applied Biosystems, CA,
USA), microfluidic cards designed to performed sgrof qRT-PCR simultaneously. Total RNA was reverse
transcribed and quantified using an Applied Biosgst 7900 HT Real-Time PCR system according to
manufacturer’s recommendationB) Single-well gPCR analysis was conducted to vadidiae regulation of the
selected transcripts (ICAM-1, E-selectin, IL-8) atite normalized expression level was then calcdlas
log2|2ACt|. Each experiment was conducted in duplicate.

D

Figure 31 : Régulation des génes induite par TNF €Ca

Ce travail montrait que la PCa, seule, pour traites CE en culture induisait une
surexpression (moins intense que pour le T\Bes protéines d’adhésion comme VCAM-1,
E-Selectine et ICAM-1 (figures 1 et 2 de l'articl&)article affirmait au travers des Figures 2
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et 3 que cette surexpression était liee essemtietie a une activité transcriptionnelle des

génes codant pour VCAM-1.

Une analyse de profii de régulation de 96 genesulsaméement (« profil
immunologique ») par RT-PCT quantitative (Tagman®wL Density Array, Applied
Biosystéeme) était réalisée sous traitement par &Nf+ par PCaRigure 31A). Pour les
géenes transcrits pour les quels une régulationt é@fectée, une validation par PCR
guantitative classique était réaliségglre 31B). Ces résultats montrent que la PCa, seule,
certes de maniere nettement moins intense que |E-ofNinduit une augmentation
transcriptionnelle significative pour E-Sel, ICAMet aussi IL-8.

Les autres données du profil de régulation desggémhiits par PCa n’ont pas encore été

exploités plus finement.

[ll.D.2) Réqulation de VCAM-1 par PCa via les voies NF-kB,
et MAPk

APC [10 pg/mL]

PDTC
0 10 50 100 (uUM)

A VCAM-1 | == g

SB203580
0 051 2 (uM)

B VCAM-1 P ——

PD98059
0 1 5 10 (uM)

C VCAM-1| s —— .d

Implication of NFkBand MAPkinase pathway in the regulatory action ofAPC. (A) Western blot analysis o
APC-mediated VCAM-1 expression after inhibitiontbé NFB pathway using PDTC. A concentration-
response of inhibitor is show(B) Absence of effect of p38 MAPK blocking with SB2@8HC) ERK regulates
the modulation of VCAM-1 expression triggered by@m 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

medium
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Au sujet du réle des voies N€B et ERK au cours de I'induction de VCAM-1 par 1&&
décrites dans l'article (Figures 1 et 2 de l'ad)clla Figure 32 compléete les données. La
démonstration est faite que la voie NB-est primordiale dans cet effet, en utilisant ETE,
inhibiteur spécifique de cette voie, qui éteinhdiuction de VCAM-1 induite par la PCa
(Figure 32A, rappel de la figure 4A).

Cet effet est indépendant d’'une intervention de-28 kinase, car un de ses
inhibiteurs spécifiques , SB203580, reste saret @figure 32B).

Par contre, la contribution de ERK 1/2 sur la ragah de VCAM-1 par la PCa est
démontrée en utilisant des inhibiteurs spécifiqgo@sme PD98059. Cet inhibiteur a pour
effet d’augmenter I'induction de VCAM-1 par la PQa,démonstration étant faite sur des
analyses par FACS (Figure 7 de l'article). Eigure 32C confirme ces données par Western
Blot.
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Partie 6] DISCUSSION & PERSPECTIVES

Depuis pres d'une vingtaine d’années, la prise learge des patients avec un sepsis
sévere est devenue un enjeu, un enjeu médical eapd de I'incidence de ce syndrome et
sa gravité, et aussi un enjeu de recherche méditaeientifique. Le systéme de la protéine
C/Protéine C activée est un des centres d'intémdgeurs dans ce domaine. En effet,
'activation de la coagulation a montré depuis kengps son importance et son intrication
avec les phénomeénes inflammatoires liés au sdpessssystemes anticoagulants, pour contre
balancer cet état pro coagulant, ont été considdeés les voies de recherche. Mais
finalement, seul le systéme de la protéine C a raas résultats cliniques encourageants

pour améliorer la prise en charge des patientsegram choc septique.

De ce fait, les travaux sur I'axe PC/PCa se saritipiés cette derniére décennie ; nous
avons essayé d'y participer et de travailler daages
- Continuer d’explorer le systeme PC/PCa et ses &cteu
- Analyser les mécanismes d’actions (notamment ealed) de la PCa
recombinée humaine disponible en thérapeutiquejednors de ses effets

anti coagulants.

) EPCR : acteur et marqueur de l'inflammation

L’'EPCR a montré qu’il était un acteur important slda voie de la protéine C par son
réle de cofacteur d’activation . Il joue donc uterénajeur pour I'anti coagulation mais aussi
dans la protection contre le sepsis (Taylor, 20G#;lor, 2001). Ce récepteur se caractérise
par la présence concomitante d’'une forme membmaeaid’'une forme soluble circulante. Le
réle exact joué par cette protéine au cours duisegséere reste toujours difficile a analyser.
Les travaux sur la forme membranaire de 'EPCRestedfets cyto protecteurs en association
avec le récepteur PAR-1 semblent conforter sa pilecenédiateur de l'inflammation. Par
contre, la compréhension du role exact de sa faincelante au cours du sepsis est encore

relativement pauvre.
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Un des points qui permettra d’avancer est une ewg#l compréhension de la régulation
respective de ses 2 formes wivo. Chez le malade en sepsis sévere, les données sont
contradictoires et difficiles d’interprétation. Aadimission, (en général 24 heures au plus
apres la défaillance viscérale), les taux d’EPCRvpet étre augmentés (Kurosawa, 1998;
Liaw, 2004), diminués (Borgel, 2007), ou a des aiwesimilaires (Faust, 2001) par rapport a
des volontaires sains. Notre série non plus, nsamia en évidence de différence significative
entre les patients septiques et les volontairessshitensive Care Medicinesous presse).
Plusieurs hypotheses peuvent étre émises poulgerplces discordances. Tout d’abord, pour
la plupart de ces travaux, nous ne disposons guodeées ponctuelles, a I'admission. Le
sepsis est un processus complexe dynamique, toomeocelui de la coagulation ou des
cytokines, qui rend difficile les analyses a unpgerdonné.

De plus, les taux d'EPCR circulants, nos travawntl montré ou confirme, sont
influencés au moins par le genre sexuel et I'hngp®tA3. Les travaux a venir devront
prendre en compte ces éléments de maniére fornpelle analyser des cohortes de

volontaires sains et/ou de malades.

Intérét d’'une étude cinétique :

Il semble plus intéressant d’analyser un procedgnamique durant quelques heures ou
guelques jours a la phase initiale. D’ailleursie@ipproche est généralement usitée pour les
grands essais cliniques sur le sepsis. Pour Provesssaux d’EPCR solubles n’étaient pas
disponibles, ils le seront pour la nouvelle étudeceurs sur la PCa recombinante dans le
sepsis sévere (Prowess shock). Cette approchenpbssa des cinétiques des taux d'EPCR
pendant les 5 premiers jours du sepsis, pour roaherte, a permis de montrer que cette
molécule soluble était trés faiblement régulée @petidait surtout des taux initiaux. Ces
données ont été confirméesvitro, avec des mesures d’'EPCR solubles dans les samtage
qui semblent finalement peu influencées par l'atton endothéliale. Cette approche
« cinétique » a permis de démontrer que par cotdasepatients décedées avaient un profil
particulier, avec une surexpression significatiee’BPCR au 2" jour. Ce taux mesuré a J2
ressortait comme un facteur indépendant, assagépgionostic vital péjoratif au 28%jour.

Ces résultats nécessiteraient tout d’abord uneroaetion sur une autre cohorte, de plus
grande envergure. L'analyse du génotype et notarmoher’haplotype A3, non disponible
dans notre série aurait permis une interprétatias fine. Cependant ; I'analyse statistique

telle qu’elle a été réalisée permettait de rechartds facteurs influencant le niveau global de
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la cinétique ainsi que lallure (les variations) ¢k cinétique au fil des jours, et ce,
indépendamment du taux initial (potentiellementuafcé par I'haplotype). Enfin, une plus
grande cohorte permettrait de juger de I'influedes thérapeutiques (entre autres la PCa) sur

ces taux d'EPCR et les autres acteurs .

Ces résultats nécessitent également la poursugeimestigations biologiques plus
profondes. En effet il semble utile d’approfonds ltravaux de recherche sur cette phase de
J1 a J2 qui permet, avec une bonne spécificitélisberner les futurs survivants de ceux qui
décéderont du sepsis. Il est ainsi envisagé sérl@theque constituée ou sur d’autres travaux,
d’isoler ces patients avec cette cinétique pairtéog)] et de tracer entre autres, des profils

sériques inflammatoires.

Ce taux a J2, méme s'il est bien significativemmntélé a la mortalité a J28, peut pour
I'heure difficilement étre utilisé comme un outilomostique. D’abord, le dosage de 'EPCR
n'est bien sur pas disponible en routine. Ensudstde dosage a J2 et la variation entre J1 et
J2 qui sont discriminants. Or, l'intérét d’'un maegu pronostique est sa précocité. Cette
élévation a J2 doit plutbt étre interprétée commenarqueur de dysfonction endothéliale et

mérite des explorations physiopathologiques comeléaires.

Intérét d’'une étude in vivo concomitante des formesnbranaires et solubles

La régulation de 'EPCR soluble est complexe estfms exclusivement liée au clivage
par les métallo protéases. Nos travaux sur la igimeétle montrent, de facon surprenante,
'EPCR est faiblement régulée dans le sang. Masmest-il de la forme membranaire ? Pour
l'instant, seul notre travail sur notre banqueuwdelte analyse cette double régulatianvitro
ainsi que les taux sanguins associés et confirneelguégulation des formes solubles est
assez faible, par opposition aux formes membramaignificativement « sous régulées » par
linflammation endothéliale. Cette régulation desies membranaires et solubles de lTEPCR
mérite d’étre mieux explorée wivo. A notre connaissance, seul une équipe a poistdint
publié ce travail observationnel descriptif d’arssyde taux sanguins d’EPCR (entre autres)
associés a des marquages immunohistochimiquesogsidés cutanées de zones purpuriques
(Figure 22) pour des enfants atteints de méningococcémias(F2001). Les travaux a venir
devront envisager une analyse plus fine conconaitalets cinétiques des taux d’'EPCR en

méme temps que des analyses des formes membrahdrgaroi des vaisseaux notamment.
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Il semble que des travaux soient actuellement enscd.e principe des biopsies cutanées est
bien sur le plus aisé a obtenir pour ces maladptgses graves, poly pathologiques et
présentant le plus souvent des troubles de la tatdmu contre indiquant des biopsies
profondes. Dans d’autres pathologies ou l'inflamoraiet 'lhémostase sont tres liées et les
biopsies tissulaires profondes (rénales...) frequeerdemme la greffe rénale et son rejet, ou
les maladies inflammatoires touchant le rein (lypaladie de Wegener....), des analyses

tissulaire seraient plus faciles a obtenir.

Enfin, le genre masculin semble influencer des @enbase d’EPCR solubles circulants
plus élevés Ces résultats sont confirmés sur nbsr@s de volontaires sains et de malades
septiques. Cette différence semble cumulative aefle induite par I'haplotype A3 et ne
semble exister que iwvivo. Ce point nécessite des explorations complémestarour
expliquer les mécanismes qui influencent la coti@taentre le sexe et les taux circulants
d’EPCR. De plus, ce point met en exergue la conii@ede la régulation de 'EPCR, au
niveau de la CE (régulation par clivage, régulatranscriptionnelle) et la possible régulation

par d’autres types cellulaires.

Intérét de la bio collection

L’équipe de recherche est a la téte d'une bio ctitia unique qui ne cesse de s’étoffer.
En effet, dans cet institut qui fait référence denslomaine de la transplantation rénale, le
moment du don d’organe est I'occasion d’'un prélésnsanguin ainsi que d’un morceau de
vaisseau de bon calibre (recoupe chirurgicale) peumise en culture des CE. Ceci permet
donc pour chaque type cellulaire d’'HAEC cultivé, kénéficier d’un panel de données
biologiques qui concernent I'expression protéiqaegsiine chez le donneur, l'acces au
génome, ainsi que I'expression a la cellule endatleécultivée invitro. De plus, pour une
bonne partie de cette collection, on peut bénéfidie suivi (clinique et biologique) et de
prélevements sanguins pour le ou les receveuiautiiconsidérer que la cohorte de donneurs
est une cohorte mélangée de volontaires « saingst d& prélevement d’organes, victime
d’accidents circonstanciels et de patients « patiiques » en patrticulier victimes d’accidents
vasculaires cérébraux thrombo emboliques et/ou h@giques. Cette bio collection, qui
concerne actuellement pres de 100 types cellujadeg continuer d'étre analysée et

valorisée. Elle doit permettre de mettre en évideatiéventuels autres marqueurs associés de
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la dysfonction endothéliale et permettre aussi deur comprendre la régulation des

protéines complexes comme 'EPCR.

Au total, 'EPCR est un acteur important du coupkmostase/inflammation. Nos

travaux ont montré qu’il pouvait étre aussi un nuaig de la dysfonction endothéliale.

[I) Analyse des mécanismes d’action de la PCa

Il existe maintenant de nombreux arguments pousgqreque la PCa a des effets anti

inflammatoires indépendants des effets anticoaggilan

Méme si les travaux se multiplient, les mécanisdiastion cyto protecteurs de la PCa
doivent encore mieux explicités.

De nombreux éléments restent contradictoires. Peeom-ci, le réle respectif et I'inter
dépendance entre les récepteurs PAR et EPCR rebsentés (Bae, 2007; Rezaie, 2010).
Nous avons montré que les effets de la PCdtio sur la CE endothéliale activée ou non,
étaient des mécanismes complexes, qui font interleg principales voies de signalisation
intercellulaires incluant les récepteurs PAR et pestéines G, les voies de signalisation
induite par le TNF, les voies PI-3 kinases Akt, les voies MAP kina@s particulier ERK
1/2) et la voie NF-kB. Pour la premiére fois, n@w®ns motré que la PCa induit un signal
précoce d’induction de ERK 1/2 qui a un effet pasad anti inflammatoire lors de
I'activation par le TNFe faisant diminuer I'induction des molécules d’adbagVCAM-1).

Dans nos travaux, ces effets étaient dépendarRé\Rect EPCR.

Ces MAP kinases sont des voies de signalisatiomplexes, pleiotropiques, impliquées
lors de lactivation PCa/PAR/EPCR dans linflammoati mais aussi la migration, la
prolifération, I'angiogénese laissant présager tiésucentres d’intéréts possibles comme la
canceérologie (Uchiba, 2004; Beaulieu, 2007).

Un autre point complexe qui doit encore étre mienxestigué, est l'interaction
thrombine/PCa. Du point de vue de l'anti coagulation sait que la thrombine active la PC,

qui en contre régulation inhibe les cofacteursadeolagulation FV et FVIII et donc diminue la
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synthese de thrombine. Cet effet indirect diminme partie de l'effet pro inflammatoire
induit par la thrombine elle-méme.

Cependant, une bonne partie des effets pro inflanirea de la thrombine sont initiés
par la fixation et le clivage du récepteur PAR pamticulier PAR-1), le méme qui peut étre
activé par la PCa. Il y a donc un effet paradoxalkds 2 protéines sur le méme récepteur,
induisant des mécanismes de signalisation différ@ézaie, 2010). Cet effet paradoxal sur le
récepteur PAR est mal compris. La plupart des éspées invitro publiées ou décrites
(comme dans nos travaux) ont été réalisés aveactnation par le TNF: ou le LPS et en

absence de thrombine (voire sous Hirudine).

De plus, pour la plupart des travaux publiés sardéets intra cellulaires de la PCa
comme dans les nétres, ces expériencegnm sont réalisées avec des concentrations éleves,
supra thérapeutiques de PCa recombinée (générdlelmem5 a 50 pg/ml) (Uchiba, 2004;
Ludeman, 2005). Il est a rappeler que les taux mdesdans « Prowess study », étaient en
moyenne proches de 50 ng/ml, que 75% des patigaterd des taux inférieurs a 60 ng/ml
(Macias, 2002). Ces taux imitro permettent de démasquer et d'analyser les éventuel

mécanismes d’action mais leur pertinence resteitdibte.

[II) Existe-t-il un avenir pour les traitements anti cogulants ?

Apres les échecs des autres traitements anti aragudans le sepsis (AT-IIl , TFPI), la
PCa recombinée humaine (Drotrecogin alpha, Xigrislty Eli) pour ses propriétés anti
coagulantes, pro fibrinolytigues et anti inflamniado avait montré une amélioration
potentielle dans le pronostic vital au cours duccheptique. Méme si ce n’est pas l'objet de
ce travail d’analyser toutes ces données (Altaw2@Q9), ces résultats cliniques ont été
controversés. Un des points de controverse estdiieta pertinence des effets protecteurs
face a limportance des effets anti coagulants,dehc des incidents hémorragiques
(Eichacker, 2007).

Actuellement, réalisée a la demande des autortditagres et du médicament, se déroule
une nouvelle étude contrblée randomisée (Prowessksipour des patients adultes séveres

(choc septique avec au moins 2 défaillances vikger@ette étude devrait se terminer dans
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les mois qui viennent apres plus de 1000 inclusidbstte étude sera extrémement
intéressante pour les analyses ancillaires qui@@vues, pour mieux appréhendevivo les

mécanismes d’action de la PCa. Mais ce sont bietesuésultats principaux de cette étude
qui sont attendus, sur la balance bénéfice (anadicor de la survie ?) / risques (accidents
hémorragiques ?). En cas de nouvel échec de cei #sSrapeutique, cela sonnerait
probablement le glas de cette molécule quant ausiisation en pratique courante dans le

sepsis sévere.

Quels que soient les résultats de cet essai, dirddtu poursuivre ces travaux qui
permettent de caractériser les effets cellulaireslad PCa, afin d’identifier d’éventuelles
nouvelles cibles thérapeutiques peut-étre plusfatenoins impliquées dans la coagulation.

Une autre voie de recherche est I'utilisation destgines PCa sous forme de variants,
dénuées des propriétés anti coagulantes mais gésement ses propriétés anti
inflammatoires. Les études vitro et animales montrent des résultats encourageansslea

choc endotoxinique (Mosnier, 2004; Kerschen, 200dsnier, 2007).

V) L’axe PCa/EPCR : Extension vers d’'autres pathologie

Cette voie PCa/ EPCR/PAR est impliquée dans lagptuges pathologies ou sont

intriguées au sens large inflammation et activatiehémostase.

Une des pistes de travail envisagées concerneg€omaflammatoire provoqué par le
syndrome ischémie-reperfusion, locale ou général.

En effet, I'ischémie-reperfusion « localisée » @wstprobléeme majeur dans le cadre de la
transplantation d’organe. Ce syndrome est alorerggihe de phénomenes inflammatoires
locaux trés intriqués avec I'hémostase (Contre2@84; Turunen, 2005; Keven, 2010). Ce
syndrome est aussi décrit pour le malade coronarien

Quant au syndrome d’ischémie reperfusion « générdlconcerne le plus souvent la

prise en charge des suites d’un arrét cardio-@touk ressuscité. Ce syndrome est a I'origine
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d’'un orage inflammatoire qui peut aboutir égalemara défaillance multiviscérale. Cette
pathologie intéresse de beaucoup les services @eirRation et la recherche dans le domaine,
par le nombre de patients concernés et par sat@rdves projets sont envisagés pour

caractériser la dysfonction endothéliale et notamtiEPCR dans cette pathologie

D’autres voies de recherche peuvent étre envisaggeeme dans les pathologies
inflammatoires type vascularite, telles que lupldsirosawa, 1998), maladie de Wegener
(Boomsma, 2002), comme dans la maladie carcinaleg{@ezuhly, 2009), comme dans la
protection neuronale (Cheng, 2003) ou encore dansephropathie diabétique (Isermann,
2007).
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CONCLUSION

Le nombre considérable des publications récentesremmerche clinique et/ou
fondamentale sur la thématique de la protéine ®éecet de son récepteur EPCR au cours de
'inflammation induite par le sepsis, montre I'impance de cette voie pour la compréhension
physiopathologique ainsi que pour I'amélioratiors dieérapeutiques dans la prise en charge

du sepsis sévere et du choc septique.

Ces travaux de thése ont d’abord permis de miewxirdéla régulation des formes
membranaires et solubles de 'EPCR.

Nous avons montré que la régulation des formes mamabes était peu liée a la
régulation des formes solubles, et que le sexe utiasgtait un facteur important influencant
(en plus de 'haplotype A3) les taux circulants EFIER.

Nous avons démontré que 'EPCR circulant a la phaisale du choc septique était
faiblement régulé, mais pouvait étre un marqueur ndauvais pronostic lorsqu’une

augmentation significative était notée &f%our de prise en charge.

Enfin, nos travaux sur les effets intra cellulaidesprotéine C activée sur I'endothélium
ont permis de mieux décrire les voies de signatisahduites. La protéine C activée a montré
un effet protecteur quant a la synthese des pegéitadhésion (VCAM-1) induites par le
TNF-o. Cet effet, dépendant de PAR-1 et EPCR, est ingluitune activation précoce et
paradoxale des MAP kinases (ERK1/2) et impliquerdastions croisées entre les principales
voies induites habituellement par le TNFNF«B, Akt, MAP kinases).
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Activation endothéliale et sepsis : Régulation duécepteur endothélial de la protéine C

et Mécanismes d'action de la protéine C activée

L'interaction entre les voies de la coagulatiodet’inflammation est essentielle dans les étdecireux graves
Le systeme de la protéine C (PC) joue un réle majex Récepteur Endothélial de la Protéine C (ER@Ra
surface de la cellule endothéliale (CE) agit comumfacteur d’'activation de la PC par le complex@thivine-
thrombomoduline. La PC activée (PCa) a une actitécoagulante, anti-apoptotique et anti-inflanomat

L'EPCR est exprimée sous forme d'une protéine trambranaire a la surface des CE (MEPCR) mais aussi

sous forme soluble (SEPCR).
Ce travail analyse les mécanismes de la régulabanomitante des formes membranaires et solublEEEER

au cours de l'inflammation endothéliale. Nous monsr que I'expression de mEPCR est clairement diéaixu

sans modifier le relargage de sEPCR au cours a#ividion des CE. Il n'existe pas de corrélationre
I'expression cellulaire et les taux circulants dE® Le sexe masculin est démontré comme un autteuia(en
plus de I'haplotype A3) associé a des taux cirdsla#dlevés d’'EPCR et peut-étre influencant la régura
d’EPCR au cours de l'inflammation.

De plus, ce travail analyse la régulation de sER@RS le sang au cours du sepsis sévere sur ungedeo40
patients. La cinétique de 'EPCR ne subit que d@da variations mais est clairement influencéelaaurvie a
28 jours. Une augmentation ati"%jour des taux circulants de SEPCR est associ@endauvais pronostic.
Enfin, ce travail démontre I'effet protecteur déaations croisées entre les voies de signalisatauites par Ia
PCa et le TNF dans les CE, via I'implication d’'ERGIR NF-kB et des MAP kinases (ERK1/2).

Mots clés : Sepsis, Cellules endothéliales, Inflammation, Ctetgnn, Récepteur endothélial de la protéine

Protéine C activée, Sexe, Survie

Endothelial activation and sepsis : Regulation of &dothelial Protein C Receptor and

mechanisms of action of activated Protein C

The interaction between coagulation pathways arfthmmation is essential during severe sepsis.Prbé&ein C
(PC) system plays a major role. The EndotheliatdtnoC Receptor (EPCR), on endothelial cell (CEfaxe
acts as cofactor of activation of PC by thrombirethbomodulin complex. Activated PC (PCa) H
anticoagulant, antiapoptotic and anti-inflammatantivities. EPCR is expressed as transmembranaatsiips
(mEPCR) on EC surfaces but also as soluble forrRCSH).
This work analyses the mechanisms of concomitaqulation of both membranous and soluble forms o€ ER
during endothelial activation. We show that mEPG®Rression is clearly down-regulated without modifyi
SEPCR cleavage during CE activation. There is meetagion between cellular expression and circotatevels
of EPCR. Male gender is demonstrated to be an @hexmeter (with haplotype A3) associated with afed
circulating EPCR levels and perhaps contributingRCR regulation during inflammation.

In addition, this works analyses the regulatios®PCR in blood during severe sepsis in a cohofOgiatients.
EPCR kinetic profile is almost stable but is clgarfluenced by Day 28 outcome. An increase of sER
circulating levels at Day?2 is associated with pootcome.

Last, we demonstrate the protective cross talk éetwactivated protein C and TNF signalling in véeacCE
and the implication of EPCR, NF-kB and MAP kinaeRK1/2).
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Key words : Sepsis, Endothelial cells, Inflammation, Coagulatiendothelial Protein C Receptor, Activated

Protein C, gender, Survival



