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CONTEXTE DE RECHERCHE

KininX est une spin-off du Groupe de recherche et d'étude du processus
inflammatoire (GREPI) et du Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Grenoble, qui a
été créée le 31 juin 2013. KininX est un laboratoire de recherche spécialisé dans le
domaine des pathologies des kinines et de I'angicedeme (AO). KininX dispose d’'un
actif technologique et d'un savoir-faire sur les médiateurs inflammatoires, dans leurs
aspects analytiques et fonctionnels, sur les cibles humaines et animales.

L'objectif de KininX consiste a valoriser des travaux scientifiques réalisés au sein du
GREP], ainsi que de poursuivre les recherches dans le domaine du métabolisme des
kinines.

L'importance du projet est strictement liee aux problemes suivants :

a) Le probleme de la sécurité des médicaments dans un cadre concurrentiel de plus
en plus difficile pour les compagnies pharmaceutiques

La question des effets adverses des médicaments est d'actualité. Certains
médicaments font I'objet d'une procédure spéciale de suivi des effets indésirables
appelée « Plan de gestion des risques ». Pour les compagnies pharmaceutiques, la
question de sécurité des médicaments ainsi que le contréle des effets de certaines
molécules devient crucial. En effet, de nombreuses procédures de surveillance se
mettent en place et la réglementation se renforce de plus en plus. Certains
médicaments peuvent provoquer une crise d'angicedéme, tels que les
antihypertenseurs, les médicaments contre le diabete de type II ainsi que les
médicaments de désensibilisation aux allergénes. Le besoin de maitriser plus
efficacement le cycle de développement et la mise sur le marché des nouveaux
médicaments poussent a un diagnostic plus efficace et suffisamment en amont, pour
minimiser les risques sanitaires.
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b) Les dangers et le caractére contraignant relatifs au déclenchement de
I'angicedéme

Le second facteur a l'origine de la création de KininX est relatif aux accidents
liés au déclenchement de I'angicedeme et a la nécessité de la mise en place d'un
dispositif de diagnostic. L'angicedeme est une pathologie rare, mais grave, qui se
traduit par un gonflement important des tissus sous-cutanés et sous-muqueux, qui
peut affecter le visage, les membres supérieurs et inférieurs ainsi que le larynx et la
zone abdominale. Quand la maladie se localise au niveau du systeme digestif, les
douleurs abdominales sont extrémement fortes et lorsqu’elle touche le larynx, elle
peut provoquer la mort. L'efficacité du diagnostic des personnes a risques (maladie
héréditaire dans certains cas) ainsi que |'orientation des traitements thérapeutiques
sont des parametres primordiaux. La maladie est maintenant mieux connue et la mise
en place du diagnostic devient particulierement importante.
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INTRODUCTION

I. La phase contact, dans le processus systémigue d'activation

Les effets des kinines ont été découverts en 1909 par les chercheurs Abelous
et Bardier (Hillmeister and Persson, 2012). Le systeme des kinines représente un
complexe de protéines enzymatiques dont la cible principale affecte I'endothélium
vasculaire. Ce systeme contribue a la régulation du tonus vasculaire et de la
perméabilité capillaire. La phase contact est une cascade complexe de protéases qui
s'active au niveau de |'endothélium en présence de surface chargés négativement
(plaquettes, collagene). L'activation de la phase contact est génératrice de kinines en
faisant intervenir des protéases a Serine (les kininogénases) qui sont capables de
cliver leurs substrats (les kininogenes) afin de libérer des peptides vaso-actifs (les
kinines) (Hofman et al., 2016). L'abondance des kinines a proximité des récepteurs est
régulée par différentes enzymes du catabolisme des kinines (les kininases). L'effet
biologique des kinines est principalement médié par deux récepteurs membranaires :
le récepteur B2 (R2B) et le récepteur B1 (R1B) (Russo-Marie, 1998) (Prado et al., 2002).

1. Les précurseurs des kinines

Les précurseurs des kinines, également appelés kininogenes, sont des
glycoprotéines synthétisées par le foie grace au gene KNGI (Cagliani et al., 2013). Ces
précurseurs sont capables de libérer des peptides vaso-actifs. Deux types de
kininogenes sont produits, par épissage alternatif du gene KNG :

- Le kininogene de haut poids moléculaire (HK)
- Le kininogene de bas poids moléculaire (LK)

Le kininogene de haut poids moléculaire (HK) :

Le HK est une protéine plasmatique de 110 kDa dont la demi-vie varie entre
48 et 72 heures (Schaller et al,, 2008). Il est synthétisé par le foie et sa concentration
est comprise entre 70 et 90 pg/mL de plasma. Le HK est une macromolécule qui
possede 6 domaines fonctionnels. Les domaines 1, 2 et 3 forment la chaine lourde
(CH) de 56 kDa et les domaines 5 et 6 composent la chaine Iégére (CL) de 45 kDa. Le
domaine 4 constitue la partie kininoformatrice du kininogene, c'est-a-dire que
lorsqu'il est clivé, le domaine 4 représente une kinine appelée bradykinine (BK).
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Lors de I'activation de la phase contact, le HK est responsable de la libération de la BK
via le clivage de son domaine 4 par une protéase, la kallicréine plasmatique (KK)
(figure 1). Aprés rupture du pont disulfure reliant le domaine 1 au domaine 6, la KK
libere la CH en clivant le HK en C-terminal du domaine 3, puis la CL par clivage en
C-terminal du domaine 4. Le domaine 5 de la CL peut également étre clivé par la KK
pour former la chaine Iégéere clivée (CLc). La CH et la CL sont dissociées du HK et
circulent séparément dans 'organisme avant d'étre dégradées. Cette succession de
clivages provoque la libération de BK au niveau du site inflammatoire.

5o T

CH

Figure 1 : Clivage du kininogéne de haut poids moléculaire par la kallicréine
plasmatique et libération de la bradykinine : Le HK, composé de 6 domaines
fonctionnels (D1 a D6) est clivé par la KK en CH et en CL ce qui entraine la
libération du domaine 4, la BK.

Le kininogéne de bas poids moléculaire (LK) :
Le LK est une protéine de 68 kDa synthétisée par le foie pour une
concentration d'environ 160 pug/mL de plasma (Seth, 2008). Cette macroprotéine est

présente dans différents tissus comme les vaisseaux sanguins, les muscles et les reins.
Le LK possede 5 domaines fonctionnels; les domaines 1, 2 et 3 forment la chaine
lourde (CH) de 56 kDa, partagés avec le HK, et le domaine 4 qui correspond a une
kinine appelée kallidine (KD). Le LK possede également un cinquieme domaine qui
correspond a la chaine légéere (CL) de 4kDa et qui permet la protection du domaine 4.

Le clivage du LK est responsable de la libération de la KD via la libération de son
domaine 4 par une autre protéase, la kallicréine tissulaire (KK.t) (figure 2). Apres
rupture du pont disulfure reliant le domaine 1 au domaine 5, la KK.t libére la CH en
clivant la LK en C-terminal du domaine 3, puis libere la CL par un clivage en
C-terminal du domaine 4. La CH et la CL sont dissociées du LK et circulent
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séparément dans l'organisme avant d'étre dégradées. Cette succession de clivages
provoque la libération de KD au niveau du site inflammatoire tissulaire.

Tissus

Figure 2: Clivage du kininogéne de bas poids moléculaire par la kallicréine
tissulaire et libération de la kallinine : le LK, composé de 6 domaines fonctionnels
(D1 a D5), est clivé par la KK.t en CH et CL ce qui entraine la libération du
domaine 4, la KD.

2. Les protéases de la phase contact

Les protéases de la phase contact sont des protéases a Sérine plasmatiques.

Elles possedent un site catalytique composé de la triade : Sérine-Aspartate-Histidine,
qui assure le clivage des protéines substrats en hydrolysant leurs liaisons peptidiques
Arginine-X. Ces protéases sont présentes dans I'organisme sous deux formes; la
forme zymogene inactive et la forme active. Dans la phase contact, les protéases qui
interviennent majoritairement sont les couples (figure 3) :

- Facteur XII (FXII) / Facteur XII activé (FXIIa)

- Prékallicréine (pKK) / Kallicréine (KK)

Facteur XII (FXI) / Facteur XII activé (FXIIa) :
Le FXII, également appelé facteur Hageman, est une protéine de 80 kDa

synthétisée par le foie et codée par le gene F12 Ce zymogene circule dans le sang a
des concentrations de 30 a 40 ug/mL de plasma, avec une demi-vie variant entre
50 et 70 heures (Madsen et al., 2013). Cette protéine intervient dans la coagulation et
la phase contact (Kenne et al,, 2015). Le FXII a la capacité de s'auto-activer (FXIIa) au
contact d'une surface électronégative, comme les plaquettes ou le collagene /in vivo,
ainsi que le verre ou le dextran sulfate /n vitro (Mitropoulos, 1999) (de Maat et al,
2014). Cette particularité du FXII, a I'origine de la dénomination de la phase contact,
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permet d'initier I'activation de cette cascade enzymatique. L'activation du FXII est
caractérisée par un changement conformationnel du zymogene FXII et son clivage en
FXIla. Lorsque le FXII est activé, il devient capable de cliver la pKK et ainsi de I'activer
en KK.

Prékallicréine (pKK) / Kallicréine (KK) :
La pKK est une protéine de 85 kDa dont la demi-vie trés longue s'étend de

7 a 10 jours. Cette protéine circule dans le sang sous forme inactive, pour des
concentrations de 50 pg/mL de plasma (Alving et al., 1983) (Bjorkqvist et al,, 2013).
Elle circule sous forme zymogéene dont 80 a 90 % forment un complexe avec le HK. La
pKK peut étre activée par le FXIla afin de générer la KK. La KK peut a son tour activer
le FXII, formant ainsi une boucle d'amplification. La KK est une protéine de 60 kDa
d'une durée de demi-vie relativement faible comparée a celle de son précurseur car
elle n'est présente sous la forme active que 5 minutes dans I'organisme (Nishimura et
al., 1986). Une fois activee, la KK est capable de cliver le HK et ainsi de provoquer la
libération de la BK.

4@@»

Surface électronégative

Fxila <«

Figure 3 : Conversion des zymogenes de la phase contact en protéases actives :
Activation du FXII en FXIla par une surface électronégative et conversion de la
pKK en KK. Activation du FXI en FXla par la KK, formant une boucle
d'amplification.

3. Les kinines

Les kinines sont des peptides vaso-actifs impliqués dans le contrdle
cardiovasculaire, l'inflammation, la perméabilité vasculaire et la douleur
(Ito et al, 1991). Ce sont des peptides de 8 a 10 acides aminés dont la demi-vie,
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courte varie entre 17 et 37 secondes (Cyr et al, 2001). Dans la phase contact, les
kinines responsables du processus inflammatoire et de la vasodilatation sont
(figure 4) :

- La bradykinine (BK)

- La desArg’-bradykinine (desArg®-BK)

La bradykinine (BK) :
La BK correspond au domaine 4 du HK qui est directement issu du clivage du

HK par la KK. C'est un peptide qui a un pouvoir vasodilatateur ainsi que des
propriétés inflammatoires. La BK est formée d'une séquence de 9 acides aminés :
Arginine- Proline- Proline- Glycine- Phénylalanine- Serine- Proline- Phénylalanine-
Arginine (Arg'-Pro”-Pro*-Gly*-Phe®-Ser®-Pro’-Phe®-Arg®). Les effets vasculaires de la
BK sont médiés par son récepteur B2 (B2R) présent a la surface des cellules
endothéliales.

La desArg®-bradykinine (desArg®-BK) :
La desArg®-BK est le métabolite actif de la BK qui est formé & partir du clivage

de la BK. Le clivage de I'Arg® est assuré par deux enzymes : la carboxypeptidase N
(CPN) qui est une enzyme soluble et circulante et la carboxypeptidase M (CPM) qui
est une glycoprotéine membranaire fixée aux cellules endothéliales. Le produit
desArg®-BK est un peptide composé d'une séquence de 8 acides aminés issu du
clivage de la BK : Arg'-Pro?-Pro>-Gly*-Phe®-Ser®-Pro’-Phe®. Le clivage de la BK par la
CPN ou la CPM est irréversible.

- A rg—Pro—Pro—G/J/—Phe—Ser—Pro—PheIArg

CPN/M
CPN/Ml

Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe

Figure 4: Transformation de la bradykinine en desArg®-bradykinine par les
enzymes du catabolisme : Clivage de I'Arginine’ de la BK par les enzymes du
catabolisme CPN ou CPM et formation du métabolite actif de la BK; la
desArg®-BK.
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4. Les enzymes du catabolisme des kinines

Les enzymes du catabolisme des kinines, également appelés kininases, sont
des enzymes capables de cliver les kinines en différentes positions afin de les
dégrader. La dégradation des kinines est un moyen efficace de controler leurs actions
vaso-actives au niveau du site inflammatoire. Les principales enzymes intervenant
dans le catabolisme sont (figure 5) :

- La carboxypeptidase N (CPN)

- La carboxypeptidase M (CPM)

- L'aminopeptidase P (APP)

- L'enzyme de conversion de I'angiotensine I (ECA)

La carboxypeptidase N (CPN) et la carboxypeptidase M (CPM) :
La CPN et la CPM clivent la liaison Phénylalanine®-Arginine® du coté C-terminal

de la BK. Ce clivage élimine le résidu Arginine® C-terminal de la BK pour former un
nouveau peptide vaso-actif, la desArg’-BK. Dans l'organisme, ce clivage est faible
relativement aux autres clivages de la BK, seulement 3.5 % de la BK est convertie en
desArgg—BK (Drapeau et al., 1991).

L'aminopeptidase P (APP) :
L'APP clive la liaison Arginine'-Proline? du cété A-terminal de la BK et de la

desArg®-BK. L'APP contribue majoritairement a la dégradation de la desArg®-BK
(65 %) comparativement a la BK (21.5 %).

L'enzyme de conversion de |'angiotensine (ECA) :

L'ECA clive la liaison la liaison Phénylalanine®-Serine® de la BK et de la
desArg®-BK. L'ECA est I'enzyme majoritaire pour la dégradation de la BK (75%), c'est
une enzyme secondaire pour le catabolisme de la desArg®-BK (35%).

L'APP et I'ECA sont des enzymes qui permettent de cliver la BK et la desArg®-BK afin
de former des peptides inactifs qui sont ensuite dégradés dans I'organisme.
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Ar_qIPro—PfO—G{L/—PheISer—Pro—PheI
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— ArgIPro—Pfo—G{L/—PheISer—Pro—Phe

APP ECA
(65%) (35%)

Figure 5 : Clivage des kinines par les enzymes du catabolisme : Formation de la
desArg®-BK par le clivage de la BK par la CPN ou CPM et dégradation des kinines
par I'’APP et I'ECA.

5. Les récepteurs des kinines

Les effets pharmacologiques et physiopathologiques des kinines sont médiés
par deux récepteurs membranaires exprimés a la surface des cellules endothéliales
(Kaplan and Ghebrehiwet, 2010) (Defendi et al, 2012). Ces deux récepteurs
appartiennent a la grande famille des récepteurs couplés aux protéines G (Gaqg/11 et
Gai) et possedent 7 domaines transmembranaires. Les deux récepteurs membranaires
relatifs alaBK et a la a’esArgg—BK sont (figure 6) :

- Le récepteur B2 (B2R)
- Le récepteur B1 (B1R)

Le récepteur B2 (B2R) :
Le B2R est un récepteur spécifique de la BK. Ce récepteur est distribué de

maniere ubiquitaire a la surface des cellules endothéliales, musculaires, épithéliales...
Son expression constitutive est responsable de la majorité des réponses
pharmacologiques des kinines (Prado et al., 2002). Le B2R est impliqué dans tous les
signes cardinaux de linflammation aigué, incluant la vasoconstriction et la
vasodilatation, ainsi que lI'augmentation de la perméabilité vasculaire, la dilatation
artérielle et la douleur. Le B2R joue un rdle majeur dans la phase aigué de
I'inflammation et de la douleur. L'activation du B2R entraine la libération de
médiateurs vasodilatateurs tels que le monoxyde d'azote, les prostaglandines et des
médiateurs de la douleur comme le glutamate (Filippelli-Silva et al.,, 2015).

Le récepteur B1 (B1R) :
Le BIR est un récepteur spécifique de la desArg®-BK. Son expression n'est pas

constitutive mais inductible lors d'un processus inflammatoire ou de lésions
tissulaires. L'induction du B1R est controlée par la libération de cytokines
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pro-inflammatoires (II-1B8, TNFa, INFy, etc.) généralement libérées lors de la fixation
de la BK sur le B2R (Catalioto et al., 2015). L'activation du B1R est a I'origine d'un
phénomene de vasodilatation qui provoque une augmentation de la perméabilité
endothéliale (Bossi and Tedesco, 2013).

Cellule
Perméabilité
trans-endothéliale ~~" " T » Plasma
{ Vasodilatation
a=
- e
=D \
[>= .
Ma |
1-1p |
PN ‘TNFa |
N INFy
desArg?-BKk | ====— > BIR /

Figure 6 : Fixation des kinines sur leurs récepteurs membranaires : Fixation de la
BK sur le B2R et induction du B1R par les cytokines pro-inflammatoires ;
déclenchement de la vasodilatation et de la perméabilité trans-endothéliale.

6. Le contréle de la phase contact

Le contréle de l'activation de la phase contact est assuré par plusieurs
protéines inhibitrices, telles que C1 Inhibiteur (Cllnh), I'antithrombine III (ATII),
I'a2-anti plasmine (0,-AP) et I'a2-macroglobuline (a2M) (figure 7). Cllnh est le
contréle majeur du FXIla et de la KK. II favorise le contréle de la KK plasmatique avec
un constant d'association (Ken) (102.10* Mt « min™) comparativement a celui du FXIIa
(222.10>° M? « minl). La KK et le FXIa sont également controlés par I'a2M,
néanmoins, I'a2M est un inhibiteur peu efficace du FXlla (5.10° Mt « min) et assure
un controle partiel de la KK plasmatique (69.10° M™ « min™). Le FXIla est aussi trés
partiellement contrélé par I'ATII et l'a,-AP (Pixley et al, 1985) (Pixley et al,
1987) (Schapira et al., 1987) (Caliezi et al., 2000).

ClInh assure une contribution majeure au controle de la phase contact en
intervenant vis-a-vis du FXIla et de la KK avec une forte affinité (Cugno et al,, 1993)
(Ghannam et al., 2013).
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Figure 7 : Contréle de la phase contact par différents inhibiteurs : Controle de la
phase contact par I'inhibition du FXIla et de la KK par les Serpines Cllnh, a2M,
ATIII et a,-AP.
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II. C1 Inhibiteur, Serpine majeure de la régulation

ClInh, ou inhibiteur de la C1 estérase, est une protéine sérique appartenant a
la famille des Serpines. Les Serpines sont des inhibiteurs de protéases a Sérine qui
sont responsables de [I'hydrolyse des liaisons peptidiques des protéines
(Breugelmans et al, 2009) (Ponard, 2015). Cette Serpine est codée par le gene
SERPINGI du chromosome 11 et synthétisée par le foie (Colobran et al., 2014). C1lInh
circule dans le sang a des concentrations de 190 a 350 ug/mL avec une moyenne
270 pg/mL (Caubet et al, 2003) ; concentration qui définit 1 unité internationale de
ClInh par mL de plasma (UIl/mL) (Shapiro and Zacek, 2014).

ClInh a été initialement été identifié comme contréle des protéases dans différentes
cascades enzymatiques (figure 8) :

- Le complément participe a lI'immunité innée par I'élimination des pathogénes

dans l'organisme grace a l'activation de l'une des trois voies enzymatiques (la voie
classique, la voie alterne et la voie des lectines). Le complément est régulé par Cllnh
via le contréle de Clr et Cls pour la voie classique et de MASP-1 et MASP-2 pour la
voie des lectines (Panelius and Meri, 2015).

- La coagulation permet la formation de caillots sanguins afin d'interrompre un

saignement pour éviter une hémorragie. La coagulation est régulée par Clinh via
I'inhibition du FXIa, du FXIla et de la thrombine (Zakharova et al., 2015).

- La fibrinolyse est un processus qui intervient apres la coagulation et permet
de dissoudre les caillots sanguins afin de restaurer la fonction des vaisseaux sanguins.
ClInh contréle la plasmine afin de réguler la fibrinolyse (Al-Horani, 2014).
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Figure 8 : Différentes cascades enzymatiques sous le contréle de C1 Inhibiteur : La
phase contact (bleu), le complément (vert), la coagulation (en rouge), la
fibrinolyse (jaune) et leur régulation par ClInh.

1. Principe de contréle par les Serpines

Comme toutes les Serpines, C1lInh agit de maniere irréversible, sous la forme

d'un substrat-suicide, car la molécule devient inactiveCllnh est composé de quatre
feuillets-B et d'une boucle réactive sur laquelle se situe le site de clivage cible de la
fixation de la protéase cible. Lorsque ClInh se fixe sur le site catalytique d'une
protéase (comme le FXIla ou la KK), une modification conformationnelle se produit.
Le site de clivage de la boucle réactive est rompu et une liaison covalente (Serine-
Arginine) s'engage avec la protéase cible. Le repliement de la boucle se réactive pour
constituer un cinquieme feuillet-B. La formation de ce cinquieme feuillet-B est
irréversible, la Serpine reste fixée a sa protéase cible et devient inactive (figure 9)

(Huntington et al., 2000).
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Protéase: KK —

Serpine:Clinh —

Complexe inactif :
ClInh/KK

Figure 9 : Mode d’action d'une Serpine avec sa protéase cible : ClInh, composé
de quatre feuillets-B (rouge) et d'une boucle réactive (jaune), entre en contact
avec la sérine du site catalytique de la KK. Repliement de la boucle réactive pour
former un cinquieme feuillet-B (jaune).

2. La Serpinopathie

La Serpine Cllnh, protéine clé dans la régulation de la phase contact, peut
subir des modifications conformationnelles lors de sa synthese. Dans certains cas, le
gene SERPINGI peut porter des mutations qui altérent la production de Clinh.
Certaines de ces mutations entrainent une diminution de la production de ClInh, et
d'autres provoquent la synthese de formes tronquées de ClInh ou un repliement de
la boucle réactive en feuillet-B est naturellement observé. Ces formes repliées de
ClInh ne sont plus capables de se fixer sur les protéases cibles, car le site de clivage
de la Serpine n'est plus accessible. Les formes tronquées de ClInh sont donc
considérées comme non fonctionnelles et sont incapables de contréler la phase
contact. De plus, les formes mal repliées de Clinh ont la capacité de former des
agrégats entre plusieurs molécules de ClInh. Ces agrégats sont appelés des
polymeres de Cllnh (pCllnh) et regroupent différentes formes de ClInh, comme les
formes natives fonctionnelles et les formes mal repliées et non fonctionnelles
(Madsen et al, 2014). Les pClinh possedent des propriétés particuliéres ; ils sont
capables d'activer le FXII ce qui amplifie l'activation de la phase contact. La
polymérisation de ClInh transforme la molécule de contr6le en un activateur de la
phase contact (Madsen et al, 2015). La Serpinopathie est une pathologie moléculaire
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structurale associée a un déficit de la Serpine Cllnh, pouvant entrainer une
dérégulation de diverses cascades enzymatiques.
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III. L'angicedéme, une pathologie des kinines

L'angicedéme est une pathologie inflammatoire rare qui se distingue en deux
étiologies :

- Angicedeme a histamine, causé par l'activation mastocytaire entrainant la
libération d'histamines. Ce phénomene, relativement fréquent, est lié a une réaction
inflammatoire et/ou allergique, due par exemple a un médicament ou a un aliment.

- Angicedéme a kinine, causé par l'activation endothéliale entrainant la libération
de bradykinines.

L'angicedéme a kinine (AO) est une maladie rare décrite pour la premiere fois en 1882
par le Docteur Heinrich Quincke puis par William Osler en 1888 (Lane et al, 2012).
Cette pathologie, de prévalence variable entre 1/50 000 et 1/100 000, touche les
hommes et les femmes mais peut également apparaitre chez I'enfant ; dans 50% des
cas la pathologie s'exprime avant 7 ans et dans 75% des cas avant 13 ans (Ried| et al,
2015).

L'AO se caractérise par l|'apparition d'cedemes sous-cutanés ou sous mugqueux
(figure 10). Pour la plupart des patients, les crises peuvent subvenir au moins une fois
par mois. Ces cedemes, spontanés et transitoires, durent entre 24 et 72 heures puis
disparaissent sans séquelles. IlIs affectent les extrémités, la face et le larynx ainsi que
les spheres ORL et digestives. Ces cedemes s'averent tres douloureux lorsqu'ils se
localisent au niveau de la sphere digestive et peuvent également devenir mortels si le
larynx et les voies respiratoires sont touchés ; 25 % de mortalité en cas d'cedemes
laryngés non traités a temps (Williams and Craig, 2015). L'AO a kinine est une
pathologie complexe dont les causes peuvent étre multiples.

Figure 10 : Effets pathologiques de I'angicedeme : Gonflement de la face (A), des
extrémités (B) ou de la langue (C), lors d'une crise d'AQ.
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1. Les différentes étiologies
L'AO a kinines est une situation pathologique qui se distribue en différentes
étiologies (figure 11) :
- L'angicedéme avec déficit pour C1 Inhibiteur (AOH-dC1Inh)
- L'angicedéme avec C1 Inhibiteur normal (AO-nC1Inh)

L'angicedéme avec déficit pour C1 Inhibiteur (AOH-dC1Inh) :
L'AOH-dC1Inh est provoqué lorsque la concentration de ClInh est inférieure

au seuil des valeurs normales. La régulation de la phase contact devient insuffisante
ce qui développe une augmentation de [I'activité kininogénase et induit le
déclenchement d'une crise d’'AO suite a la libération de BK (Defendi et al, 2015).

Parmi les AOH-dC1Inh, il existe une forme acquise rare (AOA).

a - Héréditaire (AOH-dC1Inh)
Cette forme héréditaire (OMIM 106100) est une maladie a transmission autosomique
dominante qui touche une personne sur 50 000. Parmi les AOH-dClInh, il en existe
deux types (Kargarsharif et al., 2015) :

- Le type I (85% des cas), est caractérisé par une diminution du taux de Cllnh
de ClInh. Cette diminution est due a une mutation du gene SERPINGI.

- Le type II (15% des cas), est défini par une quantité normale de ClInh mais
sous forme non fonctionnelle. Ce dysfonctionnement est la conséquence d'une
mutation codante du geéne SERPINGI qui provoque la synthese de formes mal
repliées et non fonctionnelles de C1Inh.

- Le type I/1I, type intermédiaire, est caractérisé par une expression partielle de
I'allele anormal de ClInh avec pour conséquence un déficit de Cllnh. Ce type d’AO
est associé a différentes mutations du gene SERPINGI.

b - Acquis (AOA-dClInh)
La forme acquise existe chez les personnes de plus de 50 ans. Elle provoque des
crises qui sont souvent associées a une hyperconsommation de Cllnh, le plus
souvent due a un désordre auto-immun. Elles peuvent également étre associées a la
présence d'auto-anticorps anti-ClInh bloquant son activité ou accélérant son
catabolisme (Bjorkqvist et al., 2013) (Fain et al., 2015).
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L'angicedeme avec C1 Inhibiteur normal (AO-nClInh) :

Dans le cas des AO-nCllnh, la phase contact est correctement régulée par
ClInh, mais une augmentation de la formation de kinines (kininoformation) ou une
baisse de I'activité d'une ou plusieurs enzymes du catabolisme est constatée. Ce type
d'AO touche en moyenne 1 personne sur 100 000.

a - Héréditaire (AOH-nC1Inh)

Pour ce type d’AOH, la concentration et la fonction de C1lInh restent normales, mais
une surproduction des kinines est constatée. Cette surproduction est provoquée par
I'activation de la phase contact qui peut étre associée a une mutation du gene F12
(géne codant pour la synthese du FXII) (OMIM 610618) (Charignon et al,, 2014). Cette
catégorie d'AO est plus observée chez les femmes par I'imprégnation oestrogénique
au cours des grossesses ou lors de la prise de traitements oestrogéniques (OP). En
effet, les cestrogenes sont connus pour inhiber la synthese de ClInh (Giard et al,
2012a) (Gompel, 2015). L'AOH-nC1Inh peut également étre provoqué par un défaut
des enzymes du catabolisme des kinines suite a un defaut moleculaire tel qu'un
polymorphisme du gene XPNPEPZ qui code pour la production de I'enzyme APP ou
du gene CPNI qui code pour la production de I'enzyme CPN. Cela provoque un
déficit des enzymes du catabolisme, ce qui entraine une accumulation des kinines
(Levy et al., 2014).

b - Acquis ou iatrogene

L'AO iatrogene est une forme fortement favorisée lors de la prise de certains
médicaments tels que les anti-hypertensions, comme les inhibiteurs de I'enzyme de
conversion de l'angiotensine-1 (IEC), les sartan ou les inhibiteurs de la dipeptidyl
peptidase IV tels que les gliptines. Ces AO associés a la prise de médicament sont
appelés AO iatrogene. Les risques d'cedemes sont fortement augmentés lors de la
prise de traitement cestroprogestatif (OP) chez la femme (Drouet et al., 2008) (Brown
et al., 2009) (Roberts et al., 2012) (Toh et al,, 2012).
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Figure 11: Classification des différents types d'angicedéme: L'AO peut étre
associé a un déficit pour C1lInh ou a un ClInh normal, avec dans les deux cas, un
caractere héréditaire ou acquis de la pathologie.

2. Le diagnostic biologique

L'AO est une pathologie qui est souvent mal diagnostiquée car ses symptomes
ressemblent fortement a ceux d'autres maladies, telles que les réactions allergiques
comme les cedemes de Quincke. Les différents types d'OA (héréditaire ou acquis) ont
les mémes symptomes mais des caractéristiques biologiques et une prise en charge
thérapeutique différentes.

L'exploration biologique de I'AO repose sur plusieurs parametres :

- La capacité de production des kinines (I'activité kininoformatrice du plasma, la
coupure des substrats naturels, la quantité de BK produite pendant la crise).

- L'efficacité des systemes de contrdle de la kininoformation (ClInh), les enzymes
du catabolisme des kinines et la mesure des activités kininases.

L'exploration génétique appuie le diagnostic biologique avec la connaissance de
I'anomalie (Lopez-Lera et al,, 2014) (Firinu et al, 2015). La mesure de la fonction de
ClInh reste un parametre biochimique primordial pour le diagnostic d’AOH-dC1Inh.
La fonction de ClInh est mesurée par deux dosages: la fonction de Cllnh et la
quantité de ClInh plasmatique (I'antigénémie). La quantité de Cllnh plasmatique est
dosée dans le plasma par un test ELISA. Cet ELISA permet de capter le Cllnh
plasmatique entre deux anticorps anti-ClInh. L'activité fonctionnelle de ClInh peut
étre évaluée vis-a-vis de la protéine Cls, par deux tests différents :
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- Le test immuno-enzymatique quantifie la formation de complexes entre
Cllnh plasmatique et l'une des cibles de la protéase (Clr ou Cls) issues de
I'activation de C1. Ce systéme a été comparé au suivant dans une étude européenne
(Wagenaar-Bos et al., 2008).

- L'essai_chromogénique mesure l'activité de Cls protéase résiduelle apres

contact du plasma (qui apporte Cllnh). L'activité de Cls protéase est mesurée par
cinétique de production du NADH, réaction couplée au clivage du benzoyle-L-
Arginine éthyl-ester (BAEe) (ce test est réalisé par le CHU de Grenoble au laboratoire
d'immunologie) (Drouet et al,, 1988).

Le dosage fonctionnel de C1lInh plasmatique vis-a-vis de Cls n'est pas une méthode
tres spécifique. Cls est une protéase cible assez accessible par purification, mais sans
impact dans le processus pathologique de I'’AO car elle n'intervient pas dans la phase
contact. Du fait de son unique controle par ClInh, la protéase Cls a été choisie pour
analyser la fonction de Cllnh. Cls n'est pas la cible idéale pour réagir avec ClInh
dans la pathologie de I'AO.

Un retard, souvent important, de diagnostic est constaté. Le diagnostic de I'AOH n’est
proposé en moyenne que 7 a 12 ans apres la premiere crise. Dans ce cas, une prise en
charge familiale est prévue avec un dépistage, méme chez les sujets
asymptomatiques, afin de déceler une potentielle anomalie génétique.

3. Les traitements

Le traitement de I'AO durant les crises peut étre extrémement difficile, car
contrairement aux réactions allergiques, I'cedeme lié¢ a I'AO ne répond pas a
I'épinéphrine, ni aux antihistaminiques ou aux corticoides. Récemment, plusieurs
médicaments ont été développés par diverses entreprises pharmaceutiques
(figure 12) :

- Clinh purifié (p.Clinh) (Berinert® ou Cinyze®) et C1inh recombinant (r.C1lInh)
ou Estérasine (Ruconest®) : est un inhibiteur du FXIa et de la KK. II agit sur
I'organisme en 30 minutes environ, mais n'est réservé qu’aux crises graves de I'AO
(Ried| et al.,, 2014).

- Le Danazol: permet d’'augmenter la synthese de ClInh par le foie et ainsi
d'augmenter la régulation de la phase contact (Rahal et al.,, 2014).
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- L'Icatibant (Firazyr®) : est un antagoniste compétitif du R2B spécifique de la
BK. Il permet de limiter I'activation des voies de signalisation pro-inflammatoires et
I'induction du R1B (Charignon et al., 2012).

- L' Ecallantide ou DX-88 (Kalibtor®) : est un inhibiteur de la KK. II permet de
limiter le clivage du HK et la libération de BK (Craig et al.,, 2015).

Parmi ces médicaments disponibles, certains sont prescrits en tant que traitements

prophylactiques alors que d'autres ne sont utilisés qu'en cas de crise. De plus, les

traitements développés possedent une gamme d’action assez large ce qui permet de

traiter les différents types d’AO de maniere optimale.
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OBJECTIFS

La phase contact est une cascade enzymatique complexe, qui débute par
I'activation du FXII et mene a la production de kinines, responsables des crises d'AO.
L'activation de cette phase contact, controlée par la Serpine Clinh, est due aun
déséquilibre entre :

- Une surproduction des kinines pathologiques (BK et desArg®-BK) causée par
un déficit de C1lInh ou une auto-activation du FXIL

- Un déficit des enzymes du catabolisme des kinines : APP, ECA et CPN qui
n'assurent plus la dégradation suffisante des kinines dans I'organisme.

Au cours de ces deux années de recherche dans le cadre du diplome de I|'école
pratique des hautes études, mon projet s'est déroulé en deux axes :

1) L'activation de la phase contact

2) Le contrdle de la phase contact par Cllnh

Partie 1 : L'activité de la phase contact

I. Espéces moléculaires du kininogéne de haut poids moléculaire et

production de bradykinine

L'activation de la phase contact se traduit par une libération de kinines (BK et
desArg®-BK) dans l'organisme, impliquant des médiateurs de la douleur et de
I'inflammation. Ce phénomeéne est a |'origine de déclenchement d’'cedémes localisés,
appelés AO. La libération de la BK est un parameétre essentiel pour le diagnostic des
patients atteints d’AO, notamment pour les patients AO-nClInh. En effet, les tests
dosant la fonction de Cllnh ne sont pas discriminants pour ce type de patients. La
quantité de BK libérée durant les crises est proportionnelle a la quantité de HK clivée
par le KK. Ce clivage du HK peut-étre observable par Immuno Blot en comparant la
quantité de HK natif, ayant un poids moléculaire de 120 kDa, et de HK clivé, ayant un
poids moléculaire de 56 kDa. Cette technique apportera un nouvel axe pour le
diagnostic des patients souffrant d’AO-nClInh et ainsi faciliter leur traitement.
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Partie 2 : Le contréle de la phase contact par C1 Inhibiteur

I. Reconstitution de la phase contact et dosage de C1 Inhibiteur fonctionnel

ClInh est le controle majeur de la phase contact. Sa fonction inhibitrice est un
parametre essentiel pour limiter I'activation de la phase contact grace a l'inhibition du
FXIla et de la KK. Le dosage de ClInh fonctionnel est un paramétre primordial pour le
diagnostic des patients AOH-dC1Inh. A ce jour, la fonction de Cllnh est mesurée vis-
a-vis d'une protéase du complément, Cls, qui n'est pas impliquée dans la
physiopathologie de I'AO. Le deuxieme objectif du projet était de développer un
nouveau test pour améliorer le dosage de Cllnh fonctionnel des patients atteints
d’AOH-dC1Inh. Ce test utilisera les protéases de la phase contact comme cible. Ce
dosage de Cllnh est basé sur la reconstitution de la phase contact /n vitro grace aux
protéines purifiées FXIla, pKK et HK. Il permet de déterminer, par activité amidase,
I'inhibition de la KK par ClInh plasmatique. Cette nouvelle technique améliorera le
diagnostic des patients grace a sa sensibilité et sa spécificité.

II. Déglycosylation de C1 Inhibiteur et impact sur sa fonction inhibitrice

La Serpine ClInh est une protéine trés glycosylée qui possede plus de 40% de
polysaccharides, liés majoritairement aux résidus de son domaine A-terminal. ClInh
porte deux types de polysaccharides : les polysaccharides O-liés et les
polysaccharides N-liés. Les études envisagées ont pour hypothése d'identifier le role
de ces motifs polysaccharidiques et de déterminer I'effet d'une déglycosylation sur la
fonction inhibitrice de C1lInh. Ces études examineront en parallele les deux protéases
cibles, la KK et C1s, afin de déterminer I'impact de la déglycosylation de ClInh sur la
fonction de contréle de Clinh. Ces études sont attendues pour apporter des
connaissances supplémentaires sur le role des polysaccharides de ClInh dans son
activité inhibitrice vis-a-vis des protéines de la phase contact.

III. Mutations du gene SERPINGI et identification des polymeres de C1 Inhibiteur

Les pClinh sont des agrégats non fonctionnels de plusieurs molécules de
ClInh. La présence de ces pClinh implique un défaut de controle de la phase qui se
traduit par |'apparition d'cedemes. Il s'agit d'étudier différents échantillons de
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patients AOH-dC1lInh porteurs de différentes mutations, déja identifiées, du gene
SERPINGI. Les plasmas de ces patients seront analysés par Immuno Blot pour
détecter la présence de ces pClInh, responsables d'un déficit de la régulation de la
phase contact et d'une auto-activation du FXIL Cette étude a pour but de déterminer
si une corrélation peut étre établie entre les différents types de mutations du gene
SERPINGI et la présence des pClinh dans le plasma.

Pauline SELLIER — Dipléme EPHE Page 34




Mathériel & Méthodes ||[La phase contact : Son activation et son contrdle par C1 Inhibiteur

MATERIEL & METHODES

1. Produits sanquins

Le plasma est un produit issu de prélevement sanguin, par ponction veineuse.
Il est récupéré dans des tubes BD Vacutainer® (type 366415) contenant 0,1 mol/L de
Na-citrate qui permet de neutraliser les ions calcium en les liant pour former des
complexes non ionisé (citrate de calcium.) Les tubes citratés a 10 % permettent
d'effectuer toutes les analyses sur plasma (obtenu aprés centrifugation a 2000 g
pendant 10 minutes a 20 °C). Le plasma, pauvre en plaquettes, est recueilli
délicatement, de facon a ne pas le contaminer avec |I'anneau de plaquettes et de
globules blancs qui divise la phase plasmatique et les globules rouges. Le plasma est
ensuite aliquoté dans des microtubes identifiés avec une étiquette spécifique de
I'échantillon puis stocké au congélateur a -80 °C.

2. Dosage de protéines : BiCinchoninic acid Assay

Les composants purifiés (FXIla, pKK, HK, Cllnh, etc.) sont, au cours de leur
dissolution dans le tampon d'épreuve, quantifiés par un kit colorimétrique : le
BiCinchoninic acid Assay (BCA) [Uptimal. Une gamme étalon de bovine sérum
albumine (BSA) allant de 0.5 ug/mL a 40 pyg/mL est réalisée sur une plaque de 96
puits et les différentes protéines a quantifier sont déposées sur la plaque. Un substrat
composé d'ions cuivriques Cu" et d'acide bicinchoninique est ajouté dans chacun des
puits. La plaque est ensuite incubée 1 heure a 60°C. Durant cette phase d'incubation,
les protéines réduisent les ions cuivriques Cu® en Cu'. L'acide bicinchoninique, réactif
colorigéne hautement spécifique pour le Cu', forme des complexes pourpres ayant
une absorption maximale a 562 nm. L'absorbance est proportionnelle a la
concentration de protéines, qui peut étre calculée a I'aide de la gamme étalon de
BSA.

3. Immuno Blot

Les échantillons (plasma, milieu réactionnel FPH, etc.) sont dénaturés en
présence de dodécylsulfate de sodium (SDS) 2 % [Merck] qui réduit les liaisons faibles
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et charge négativement les protéines et de B-mercaptoethanol (BME) 2.5 % [Merck],
réducteur tres puissant qui rompt les ponts disulfures inter et intra chaines des
protéines. Les protéines passent alors d'une structure tertiaire ou quaternaire a une
structure dénaturée linéaire en chaines polypeptidiques. Pour cela, les échantillons
contenant les protéines a analyser sont mises en présence de « sample buffer » 1X
[Appli Chem] a pH 6.7 avant d'étre chauffés 5 minutes a 100 °C. Apres dénaturation,
les protéines ne sont plus discriminées par leurs charges ou par leurs structures mais
par le seul parameétre de leur taille. L'Immuno Blot est une méthode d'analyse
couplant une séparation en fonction de la taille des protéines sur un gel de
polyacrylamide et un transfert sur membrane de nitrocellulose suivie d'une révélation
immunologique.

1. Electrophorése sur gel de polyacrylamide

Les protéines chargées négativement par le SDS migrent sous l'action d'un
champ électrique en fonction de leur taille dans un gel constitué d'un réseau
d'acrylamide et de bisacrylamide. En fonction du poids moléculaire de la protéine a
révéler, ce réseau pourra étre lache, favorisant la migration des protéines de poids
moléculaire élevé ou au contraire, plus dense, pour les protéines de faible poids
moléculaire. Un gel d'électrophorese est composé de deux phases de polyacrylamide
[Sigma] : la premiere, de concentration (4 % de polyacrylamide) sur laquelle les
protéines dénaturées sont déposées permet de concentrer la protéine ; la deuxieme,
de séparation (entre 7 et 15 % de polyacrylamide) permet de séparer les protéines
grace a son réseau de polyacrylamide plus dense. Les gels sont alors placés dans une
cuve d'électrophorese en présence de tampon de migration [Appli Chem] a pH 8.8.
Les échantillons déposés migrent de la cathode vers l'anode sous un courant
électrique de 60 V dans le gel de concentration puis de 120 V dans le gel de
séparation.

2. Transfert des protéines sur membrane de nitrocellulose

Les protéines, séparées en fonction de leurs poids moléculaire dans le gel de
séparation, sont transférées sur une membrane de nitrocellulose [Biorad] dans un
systeme immergé, dans un tampon de transfert [Appli Chem] a pH 8.3. Le montage
est réalisé entre la cathode et l'anode selon le schéma suivant: trois papiers
Whatman, gel, membrane, trois papiers Whatman. Un courant électrique de 20 V et
60 mA par gel permet le transfert des protéines chargées négativement par le SDS,
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vers I'anode, sur la membrane de nitrocellulose. Le transfert est de 75 minutes pour
les gels de 0.75 mm et de 135 minutes pour les gels de 1.5 mm.

3. Immuno détection de la protéine d'intérét

De facon a éviter toute fixation non spécifique, les sites de fixation des
protéines restées libres sur la membrane de nitrocellulose sont saturés a 4°C sous
agitation pendant une nuit avec une solution tampon Tris saline (TBS) a pH 7.3 Tween
20 (0.05 %) [Appli Chem] contenant du lait écrémé (5%). La membrane est ensuite
mise en présence de l'anticorps primaire de souris, de chévre ou de lapin [GE
Healthcare], dirigé contre la protéine d'intérét pendant 1 heure. Il s'ensuit 3 lavages
de 10 minutes avec du TBS-Tween 20 (0.05 %) puis une incubation d’'une heure avec
I'anticorps secondaire [GE Healthcare] dirigé contre la partie constante de I'anticorps
primaire couplé a la peroxydase de radis noir (HRPO). Apres trois nouveaux lavages
de 10 minutes en TBS-Tween 20 (0.05 %), la membrane est déposée sur un film
plastique de type « saran » et incubé en présence de réactif de détection enhancer
chemiluminescent (ECL) contenant du peroxyde d'hydrogene et du luminol [Biorad].
Ce réactif est mis en contact, une minute a l'obscurité, avec la membrane de
nitrocellulose. Ainsi, le luminol est excité en présence de peroxyde d'hydrogéne par
une réaction catalysée par I'HRPO. Le retour a I'état fondamental du luminol est
accompagné par une émission de photons sur le site de fixation de l'anticorps
conjugué (anticorps primaire de la protéine d'intérét) mesurable avec la camera CCD
[Biorad®]. Le temps d’'exposition a la camera varie entre 10 secondes et 30 minutes,
selon l'intensité du marquage.

4. Activité fonctionnelle de C1 Inhibiteur vis-a-vis de la kallicréine

Les protéines purifiées (FXIla, pKK et HK) [Enzyme Research Laboratories] de la
phase contact sont diluées en tampon Tris/NaCl [Appli Chem] a pH 7.8. Les trois
protéines sont mélangées puis incubées avec Clinh pendant 10 minutes a 37°C afin
d'activer les proenzymes en enzymes. Le FXIla permet la conversion du proenzyme
pKK en KK, qui a son tour entraine le clivage du HK, ce qui rétablit I'activation de la
phase contact. En parallele, C1lInh permet l'inhibition du FXIla et de la KK produite. Ce
milieu réactionnel est appelé FPH.

La réaction d'activation de la phase contact est mesurée par méthode amidolytique
avec l'ajout de substrat chromogene, le tripeptide : Proline-Phénylalanine-Arginine-P-
nitroanilide dihydrochloride (Pro-Phe-Arg-pNA) [Bachem]. Ce tripeptide est clivé par
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la KK au niveau de I'arginine libérant ainsi le pNA. Lorsque le pNA est clivé, il passe de
l'incolore  au jaune. Cette variation colorimétrique est mesurée par
spectrophotométrie [Thermo Fisher Scientific®] & 405nm sur une cinétique de 60
minutes a 30 °C. La réaction est inversement proportionnelle a la quantité
fonctionnelle de Clinh présente dans le milieu réactionnel. Une grande quantité
fonctionnelle de ClInh favorise I'inhibition de la KK active présente dans le milieu
réactionnel, et limite le clivage du substrat Pro-Phe-Arg- pNA.

Cette méthode a été développée puis brevetée par le laboratoire KininX (Ghannam et
al., 2012 - Dosage de la capacite de controle de C1 Inhibiteur).

5. Déglycosylation de C1 Inhibiteur

La proteine purifiee ClInh [Berinert ®] est deglycosylée par digestion
enzymatique. Les trois enzymes utilisées sont : la neuraminidase (10 mU), le PNGase F
(1 250 mU) et la O-glycosidase (100 mU) [Roche]. La serpine (Lmg/mL de Cllnh) est
incubée une nuit a 37°C avec ces enzymes. C1lInh déglycosylé est ensuite conservé
par aliquotes de 10 pL a -20 °C.

Les polysaccharides liés aux acides aminés de Cllnh peuvent étre clivés par
différentes enzymes :

- La neuraminidase (ou sialidase), est une enzyme qui appartient a la classe des
glycosides hydrolases. Cette enzyme hydrolyse les liaisons osidiques engagées par les
acides sialiques terminaux des motifs polysaccharidiques liés a une protéine. La
neuraminidase est utilisée pour le traitement préalable a [|'hydrolyse des
polysaccharides A-liés, O-liés ou les O-acides-neuraminiques qui sont a(2,3), a(2,6)
ou a(2,8) liés aux protéines.

- Le peptide AN-Glycosidase F (PNGase F) ou A-glycosidase, est une
endoglycosidase. Cette enzyme permet le clivage des oligosaccharides A-liés aux
résidus Asparagine, de AMN-Acétylglucosamine haut mannose ainsi que les
oligosaccharides des complexes de glycoprotéines N-liées.

- La O-glycosidase (ou endo-a-N-acétylgalactosaminidase), est utilisée pour
cliver les motifs oligosaccharidiques O-liés aux protéines. Les liaisons des motifs
polysaccharidiques aux résidus Sérine et Thréonine sont hydrolysées. Des
substituants au niveau du disaccharide (par exemple, |'acide sialique) peuvent
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empécher I'hydrolyse et, par conséquent, doivent étre enlevés chimiquement ou
enzymatiquement (par exemple, par la neuraminidase).

6. Activité fonctionnelle de C1 Inhibiteur vis-a-vis de Cls

La protéine du complément Cls [Enzyme Research Laboratories] et la Serpine
ClInh [Berinert ®] sont diluées en tampon Tris base / Tetra sodium diphosphate /
Semicarbazide [Appli Chem] a pH 8.5. Cls est incubé (en exces connu) avec Clinh
pendant 15 minutes a 37°C. Un complexe inactif est formé entre ClInh et Cls et seul
Cls résiduel reste actif dans le milieu réactionnel.

L'activité résiduelle de Cls est mesurée par méthode estérasique par un substrat
chromogene, le Benzoyl-L-Arginine éthyl-ester (BAEe) [Fisher Scientific]. Le BAEe est
clivé par Cls, pour libérer le groupement BA. Cette réaction est couplée avec la
réduction du NAD en NADH H* (Alcool déshydrogénase), qui est suivi par
spectrophotométrie a 340nm sur une cinétique de 10 minutes a 30°C. La réaction est
inversement proportionnelle a la quantité fonctionnelle de ClInh présente dans le
milieu réactionnel. Une grande quantité fonctionnelle de ClInh favorise la formation
de complexe ClInh/C1s, il y a moins de C1 résiduel actif et moins de clivage du
substrat BAEe.

7. Enzyme linked immunosorbent assay

L'Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) est une méthode immuno-
enzymatique. Il permet de détecter la présence d'anticorps ou d'antigénes présents
dans un échantillon. Pour doser la quantité d'auto-anticorps anti-C1lInh plasmatique,
une plaque de 96 puits est recouverte avec 100 uL de différentes especes de Clinh
purifiée, déglycosylées ou non [Berinert ®, CSL BehringGmbH] (1 pg/mL) pendant
une heure sous agitation. Apres rincage au PBS tween 0.05 %, la plaque est ensuite
saturée une heure avec 300 uL de solution de PBS + BSA (2 %) [Sigma Aldrich]. Apres
rincage, 100 yL de plasma de différents patients possédant des auto-anticorps anti-
Clinh est dilué au 1/10°™ avant d'étre ajouté dans les différents puits. Aprés une
heure d'incubation, la plaque est rincée et une solution d'anticorps anti- IgG, IgA ou
IgM humain couplée au HRP est ajoutée pendant une heure. Ces anticorps se fixent
sur les différents anticorps plasmatiques déja fixés sur la plaque. Apres ringage, les
anticorps couplés au HRP sont révélés par I'ajout de 100 uL TMB [BioRad] pendant 10
minutes. La réaction est arrétée par ajout de 100 pL de solution de H,SO4
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[NormaPur]. La coloration de la plaque, proportionnelle a la quantité d'anticorps fixés,
est mesurée par absorbance a 450 nm.
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RESULTATS

Partie 1 : L'activation de la phase contact

I Espéces moléculaires du kininogéne de haut poids moléculaire et

production de bradykinine

L'activation de la phase contact conduit a la libération de BK, médiateur
inflammatoire prédominant dans la pathologie de I'AO. Le dosage de la BK est un
point essentiel pour le diagnostic de I'AO. Ce dosage n'est pas une technique
pertinente a cause de la courte demi-vie de la BK et son métabolite actif,
la desArg®-BK (27 + 10 secondes et 643 + 436 secondes, respectivement BK et
desArg®-BK) (Cyr et al, 2001). Le HK est la protéine précurseur de la BK qui, lors de
son clivage par la KK, entraine la libération proportionnelle de BK. Le HK possede une
durée de demi-vie beaucoup plus longue que celle de la BK (entre 2 et 3 jours)
(Schaller et al, 2008). Le clivage du HK reflete adéquatement la libération de BK,
traduisant l'activation de la phase contact. Cela fait du HK un parametre idéal pour
quantifier la production de kinines.

1. Angicedéme héréditaire associé a C1 Inhibiteur normal

L'’AO-nC1lInh est un type d’AO moins répandu que celui AOH-dC1lInh. Chez ces
patients, la phase contact est contrélée par Clinh, mais un taux élevé des kinines (BK
et desArg®-BK) est constaté. Les tests permettant de doser la quantité ou la fonction
de ClInh ne sont pas discriminants pour ce type de patients. Il devient primordial de
développer les outils nécessaires au diagnostic applicable a cette catégorie de
patients.

2. Mise en place d'un test de diagnostic

Les kinines sont issues du clivage du HK lors de l'activation de la phase contact
(figure 13). La KK clive le pont disulfure (S-S) reliant le domaine 1 au domaine 6. Elle
libére ensuite la CH en clivant le HK aprés son domaine 3 puis libere la CL par un
clivage apres son domaine 4. Le domaine 5 de la CL peut également étre clivé par la
KK pour former la chaine légere clivée (CLc). La CH et la CL sont ainsi dissociées du
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HK et circulent séparément dans l'organisme avant d'étre dégradées. Cette
succession de clivages provoque la libération de la BK.

HK natif Chaine légére clivée
(HKn - 120 kDa) (Clc - 45 kDa)

@ Chaine légére /
(CL - 56 kDa) HS

Chaine lourde

S8 (CH - 64)

Figure 13 : Clivage du kininogéne de haut poids moléculaire par la kallicréine et
libération de la bradykinine, le HK (120 kDa), composé de 6 domaines
fonctionnels, est clivé par la KK en CH (64 kDa) et en CL (56 kDa) ce qui entraine
la libération du domaine 4, la BK.

Le clivage du HK peut étre observable et quantifiable grace a un Immuno Blot
anti-HK. L'anticorps utilisé est un anticorps anti-HK humain couplé a la peroxydase
qui se fixe sur le domaine 6 de la CL de la protéine. Lors de sa révélation, il permet de
détecter le HK natif (HKn) pour un poids moléculaire de 120 kDa et le HK clivé (HKc)
avec la CL de 56 kDa et la CLc de 45 kDa.

Pour chaque Immuno Blot, une gamme étalon de HK purifié est établie a I'aide des
valeurs densitométriques issues de chacune des bandes. Cette gamme permet de
quantifier le HKn présent dans les échantillons plasmatiques de patients AO-nClInh.
Le pourcentage de HKc (CL et CLc) est ensuite calculé par rapport a la quantité de HK
totale (figure 14).
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Figure 14 : Evaluation du kininogéne de haut poids moléculaire natif et clivé par
Immuno Blot, gamme étalon de HKp (20 a 110 ng/puits) permettant la
quantification du HKn et du HKc des échantillons plasmatiques (P1 a P5).

Comme illustré dans la figure 14, le HK se trouve majoritairement sous forme de HKn
(120 kDa) et l'intensité des bandes est proportionnelle a la quantité de protéines
purifiées déposée sur le gel (gamme étalon de HKp de 20 a 110 ng/puits). Des
bandes de HKc (56 et 45 kDa) sont également observées. Elles correspondent a une
dégradation de la protéine purifiée lors de la manipulation des échantillons. Pour les
échantillons plasmatiques des patients, les trois bandes de HK (120, 56 et 45 kDa)
sont observées et différents profils se distinguent. Pour les plasmas P1, P3 et P5, le
HK est présent majoritairement sous forme de HKn alors que pour les plasmas P2 et
P4, le HK se trouve uniquement sous les deux formes de HKc.

Les différentes bandes de la gamme et des échantillons plasmatiques sont quantifiées
par densitométrie et exprimées en unité arbitraire (UA) grace au ChemiDoc™ XRS*
System with Image Lab™ Software [Biorad] (méthode semi-quantitative) afin de
tracer la gamme étalon de HKp. Une fois la gamme étalon de HKp établie, I'équation
de la droite est calculée. Elle permet de déterminer la quantité de HKn et le
pourcentage de HKc présents dans chacun des échantillons plasmatiques déposés sur
le gel (tableau I).

Pauline SELLIER — Dipléme EPHE Page 43




Résultats ||| La phase contact : Son activation et son contrdle par C1 Inhibiteur

Tableau I : Quantification du kininogene de haut poids moléculaire natif et clivé
par Immuno Blot, détermination de la quantite HKn (ng/uL) et du pourcentage de
HKc des échantillons plasmatiques (P1 a P5) par rapport a la gamme étalon de
HKp (20 a 110 ng/puits).

Plasma | Densitométrie (UA) | HKn (ng/puits) | HKn (ng/uL) | HKc (%)
P1 14752 474 29 58 8
P2 542 940 0 0 89
P3 15 864 632 35 70 20
P4 254 020 0 0 95
P5 20461 973 63 126 14

La quantification des bandes de chacun des patients confirme les différents profils
observés par Immuno Blot. Les plasmas P1, P3 et P5 ont une concentration de HKn
supérieures a 50 ng/pL et un pourcentage de HKc inférieur a 20 % alors que les
plasmas P2 et P4 ont une concentration nulle de HKn et un pourcentage de HKc
proche de 100 %. Ces variations peuvent s'expliquer par une différence d'état
physiologique des patients.

Ces Immuno Blots sont ensuite réalisés sur un ensemble de sujets sains et de patients
AO-nClInh afin de déterminer si une corrélation peut étre établie entre la quantité de
HKn, le pourcentage de HKc et |'état pathologique des individus.

3. Application aux sujets sains

Différents sujets sains (n=93) dont 51 sujets masculins et 42 sujets féminins sont
analysés par Immuno Blot. La quantification du HKn et du pourcentage de HKc est
calculée séparément entre les sujets masculins et les sujets féminins afin de
déterminer si le sexe des individus intervient dans ces quantifications (figure 15).
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Figure 15 : Distribution du kininogéne de haut poids moléculaire natif et clivé
chez les sujets sains masculins et féminins: (A) Quantité de HKn et (B)
Pourcentage de HKc, chez 126 sujets sains en fonction du sexe des individus : 51
sujets masculins (bleu) et 75 sujets féminins (rouge).

La quantité de HKn est distribuée entre 45 et 255 ng/uL (percentiles 5 et 95 %) pour
I'ensemble des sujets sains. La médiane des sujets masculins est de 129 ng/uL alors
que celle des sujets féminins est de 132 ng/pL. En comparant ces deux médianes par
le test de Mann Whitney, la p-valeur de 0.74 ne permet pas de différencier ces deux
groupes. Le pourcentage de HKc des sujets sains est distribué entre 0 et 19 %
(percentiles 5 et 95 %). Ces valeurs sont différentes entre les sujets masculins et
féminins. La médiane des sujets masculins est de 1 % alors que celle des sujets
féminins est de 6 %. En comparant ces deux médianes par le test de Mann Whitney,
la p-valeur, inférieur a 0.001, confirme une différence significative entre ces deux

groupes.

Une différence est établie entre le pourcentage de HKc des sujets sains masculins et
féminins. Les sujets féminins sont soumis a une imprégnation oestrogénique (OP) au
cours des grossesses, ce qui pourrait avoir un impact sur la formation et sur le clivage
du HK. Pour limiter ces variations entre les sujets féminins, toutes les femmes étant
sous traitement OP ne sont pas prises en compte dans cette étude. Pour la suite des
analyses, les patients masculins et féminins sont analysés séparément afin de mettre

au point un test plus fiable.
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4. Application aux patients

Suite a I'établissement des valeurs de références, le test est appliqué aux
patients masculins (n = 30) (figure 16) et féminins (n = 38) (figure 17). Ces patients
ont été suivis et diagnostiqués par le CHU de Grenoble. Ils possedent une fonction
normale de C1lInh et une mutation du gene F12(AO-nCllnh).
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Figure 16 : Distribution du kininogéne de haut poids moléculaire natif et clivé
chez les sujets masculins sains et chez les patients atteints d’angioedéme avec
C1 Inhibiteur normal : (A) Quantité de HKn et (B) Pourcentage de HKc, chez 51
sujets sains (bleu) et chez 31 patients AO-nClInh (vert).

Une répartition inégale de la quantité de HKn est observée chez les sujets masculins
entre les individus sains et les patients AO-nClInh. Les deux médianes sont tres
différentes pour ces deux groupes, elle est de 129 ng/uL pour les sujets sains et de
68 ng/uL pour les patients AO-nClInh. En comparant ces deux médianes par le test
de Mann Whitney, la p-valeur inférieure a 0.0001 confirme une différence significative
entre ces deux groupes. Le pourcentage de HKc est également différent entre les
deux groupes (sains ou AO-nClInh), avec une médiane de 1 % pour les sujets sains et
de 19 % pour les patients AO-nC1lInh. En comparant ces deux médianes par le test de
Mann Whitney, la p-valeur est inférieure a 0.0001 ce qui confirme une différence
significative entre ces deux groupes.

Des études similaires sont réalisées sur des sujets féminins sains et des patients
AO-nClInh (figure 17).
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Figure 17 : Distribution du kininogéne de haut poids moléculaire natif et clivé
chez les sujets féminins sains et des patientes atteints d’angicedéme avec C1
Inhibiteur normal : (A) Quantité de HKn et (B) Pourcentage de HKc, chez 75 sujets
sains (rouge) et 41 patientes AO-nClInh (vert).

Une répartition inégale de la quantité de HKn est observée chez les sujets féminins
entre les individus sains et les patients AO-nCllnh. Les deux médianes sont tres
différentes pour ces deux groupes, elle est de 132 ng/pL pour les sujets sains et de
4 ng/uL pour les patients AO-nClInh. En comparant ces deux médianes par le test de
Mann Whitney, la p-valeur inférieure a 0.0001 confirme une différence significative
entre ces deux groupes. Le pourcentage de HKc est également différent entre les
deux groupes (sains et AO-nClInh), avec une médiane de 6 % pour les sujets sains et
de 32 % pour les patients AO-nClInh. En comparant ces deux médianes par le test de
Mann Whitney, la p-valeur est inférieure a 0.0001 ce qui confirme une différence

significative entre ces deux groupes.

La comparaison des sujets sains et des patients AO-nClInh montre une différence
significative pour la quantité de HKn et pour le pourcentage de HKc chez les sujets
masculins et féminins. Pour les patients AO-nCllnh, la quantité de HKn est
relativement faible (moyenne entre 68 et 6 ng/ul) ce qui implique que le HK est
majoritairement présent sous forme clivée (moyenne entre 20 et 30 %). Par ce test, la
différence de HKn et de HKc permet une bonne discrimination entre les sujets sains
et les patients AO-nClInh.

5. Performance du test

Afin de déterminer la performance de ce test, certains parametres statistiques
sont calculés entre les différents groupes d'individus. La sensibilité d'un test permet
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de mesurer sa capacité a donner un résultat positif lors de I'analyse d'un patient. Elle
s'oppose a la spécificité, qui mesure la capacité d'un test a donner un résultat négatif
lors de l'analyse d'un sujet sain. Ces parametres détermine la capacité du tester a
discriminer les valeurs positives et négatives. Les valeurs prédictives positives (VPP) et
négatives (VPN) sont également calculées. Elles permettent de déterminer le nombre
de patients diagnostiqués sur I'ensemble des tests positifs (VPP) et le nombre de
sujets sains non diagnostiqués sur I'ensemble des tests négatifs (VPN).

Pour déterminer ces parametres, la quantité de HKn plasmatique et le pourcentage
de HKc des sujets sains sont comparés avec les valeurs des patients AO-nC1Inh. Cette
comparaison permet de mettre en place une courbe Receiber Operating
Characteristic (ROC) pour la quantité de HKn plasmatique et pour le pourcentage de
HKc chez les hommes (figure 18) (tableau II) et chez les femmes (figure 20) (tableau
Ill). Ces courbes ROC permettent également de mettre en place les seuils de

référence inférieurs et supérieurs afin de distinguer les sujets sains des patients AO-
nCllnh.
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Figure 18 : Courbe Receiber Operating Characteristic pour le kininogéne de haut
poids moléculaire natif et clivé chez les sujets masculins sains et chez les patients
atteints d’angicedeme avec C1 Inhibiteur normal : (A) Quantification de HKn et (B)
Quantification du pourcentage de HKc chez les sujets masculins sains (n=51) et
chez les patients AO-nClInh (n= 31).
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Tableau II: Analyse des courbes Receiber Operating Characteristic pour le
kininogene de haut poids moléculaire natif et clivé chez les sujets masculins :
Détermination de l'aire sous la courbe (AUC), du seuil, de la sensibilité, de la

spécificité et des valeurs prédictives positives (VPP) et négatives (VPN) chez les

sujets masculins sains (n=51) et chez les patients AO-nClInh (n= 31).

AUC . Sensibilité  Spécificité
Seuil VPP VPN
(95%Cl) 95%Cl)  (95%Cl)
0.89 54.8 98.0
72.0 957 862
HKn (ng/kb) | 71003) | < (036-073)  (0.90-1.0)
0.93 54.8 98.0
9 14.4 955 847
HKe (o) | 0 88-008) | ~ (036-073)  (0.90-1.0)

La sensibilité et la spécificité du test ont été calculées de manieres optimales en
sélectionnant un seuil inferieur a 72.0 ng/pL de HKn et supérieur a 14.4 % de HKc
pour discriminer les sujets sains des patients AO-nClInh. Pour ces seuils, la sensibilité
et la spécificité ont été établies a 54.8 % et 98.0 % pour le test de quantification du
HKn et a 54.8 % et 98.0 % pour le pourcentage de HKc. Concernant la quantification
de HKn, les VPP et les VPN sont calculées a 95.7 et 86.2 % ; pour la quantification du
pourcentage de HKc, elles sont de 95.5 et 84.7 %.

Ces analyses statistiques sont ensuite réalisées sur des sujets féminins en comparant
les sujets sains et les patients AO-nClInh (figure 19) (tableau III).
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Figure 19 : Courbe Receiber Operating Characteristic pour le kininogene de haut
poids moléculaire natif et clivé chez les sujets féminins sains et chez les patientes
atteintes d'angicedeme avec C1 Inhibiteur normal : (A) Quantification de HKn et
(B) Quantification du pourcentage de HKc chez les sujets féminins sains (n=75) et
chez les patientes AO-nClInh (n= 71).
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Tableau II: Analyse des courbes Receiber Operating Characteristic pour le
kininogene de haut poids moléculaire natif et clivé chez les sujets féminins :
Détermination de l'aire sous la courbe (AUC), du seuil, de la sensibilité, de la
spécificité et des valeurs prédictives positives (VPP) et négatives (VPN) chez les
sujets féminins sains (n=75) et chez les patientes AO-nClInh (n= 71).

AUC . Sensibilité  Spécificité
Seuil VPP VPN
(95%Cl) 95%Cl)  (95%Cl)
0.87 61.0 98.7
38.0 969 854
HKn (ng/kb) | 1 80-005) | < (044-076)  (0.93-1.0)
0.90 488 97.7
9 33.0 971 891
HKe (o) | 0 84-097) | (033-065)  (0.93-1.0)

La sensibilité et la speécificité du test ont ete calculées de maniere optimale en
sélectionnant un seuil inférieur a 38.0 ng/uL de HKn et supérieur a 33.0 % de HKc
pour discriminer les sujets sains des patients AO-nClInh. Pour ces seuils, la sensibilité
et la spécificité ont été établies a 61.0 % et 98.7 % pour le test de quantification du
HKn et a 48.8 % et 97.6 % pour le pourcentage de HKc. Concernant la quantification
de HKn, les VPP et les VPN sont calculées a 96.9 et 85.4 % ; pour la quantification du
pourcentage de HKc, elles sont de 97.1 et 89.1 %.

La mise en place de ces courbes ROC a permis de mettre au point les seuils de
références chez les sujets sains. La limite inférieure pour le dosage de HKn est établie
a 72.0 ng/uL et 38.0 ng/uL chez les sujets masculins et féminins respectivement. Pour
le pourcentage de HKc, la limite supérieure est définie a 14.4 % et 33.0 % chez les
sujets masculins et féminins respectivement.

6. Exemples de cas cliniques

1. Suivi du patient : en crise et hors crise

Afin d'observer si le clivage du HK est modifié durant les crises d'AO, les
plasmas de différents patients AO-nClInh sont analysés durant la crise puis un mois
apres la crise (figure 20) (tableau 1V).
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Figure 20 : Evaluation du kininogene de haut poids moléculaire natif et clivé chez
les patients atteints d’angicedeme avec C1 Inhibiteur normal, en crise ou hors
crise : Gamme étalon de HKp (20 a 110 ng/puits) permettant la quantification du
HKn et du HKc chez deux patients AO-nClInh (P1 et P2) en crise (EC) ou hors
crise (HO).

Tableau IV : Quantification kininogéne de haut poids moléculaire natif et clivé
chez les patients atteints d'angicedéme avec C1 Inhibiteur normal, en crise ou
hors crise : Détermination de la quantité HKn (ng/uL) et du pourcentage de HKc
des échantillons plasmatiques (P1 a P2) par rapport a la gamme étalon de HKp
(20 a 110 ng/puits). Plasma de deux patients AO-nClInh (P1 et P2) en crise (EC)
ou hors crise (HQ).

P1 féminin | P2 masculin

EC HC EC HC

HKn (ng/uL) | © 136 | 0 105
HKc (%) | 98 17 | 9 5

Patients

Pour ces deux patients, lors d'un prélevement sanguin durant une crise d'AO (EC), la
quantité de HKn est nulle (0 ng/uL) ; la totalité du HK est présente sous forme clivée
(98 et 96 % respectivement pour P1 et P2). Les valeurs de HKn et de HKc chez ces
patients dépassent les seuils de références fixés précédemment ce qui confirme I'état
pathologique de ces patients AO-nClInh. Un deuxieme prélevement sanguin est
réalisé un mois apres la crise des patients (HC). La quantité de HK a considérablement
augmentée (136 et 105 ng/uL respectivement pour le P1 et le P2) ce qui se traduit par
une diminution du pourcentage de HKc (17 et 5 %). Un mois apres la crise, ces deux
patients retrouvent des valeurs normales pour la quantité de HKn. Pour la patiente
P1, le pourcentage de HKc reste supérieur au seuil mis en place précédemment
contrairement au patient P2.
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2. Impact de traitement cestroprogestatif

Chez les sujets féminins, il a été démontré que la prise de traitement OP
augmente les risques de déclencher une crise d'/AO (Giard et al, 2012b) (Gompel,
2015). Pour vérifier si la pathologie est liée a la prise de traitement OP, deux
prélevements sanguins sont réalisés chez des femmes AO-nClinh (n = 11). Le
premier prélevement est réalisé pendant le traitement OP et le deuxieme est réalisé
qguelques mois apres l'arrét du traitement (figure 21).

3 HKp
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Figure 21 : Evaluation du kininogéne de haut poids moléculaire natif et clivé chez
les patientes atteints d'angicedéme avec C1 Inhibiteur normal, avec ou sans
traitement cestroprogestatif : Gamme étalon de HKp (20 a 110 ng/puits)
permettant la quantification du HKn et du HKc chez six patients AO-nClInh (P1 a
P6) sous traitement cestroprogestatif (+OP) puis aprés l'arrét de ce traitement
(-OP).

Le niveau de HKn est tres faible et indétectable chez certaines de ces patientes (P2,
P5 et P6) en présence de traitement OP. Quelques mois aprés I'arrét du traitement,
cette bande de HKn est a nouveau observable par Immuno Blot et le pourcentage de
HKc est moins important.

Le niveau de HK a été investigué chez des sujets sains féminins sans traitement OP
(n=42) et sous traitement OP (n=33). Ces valeurs sont comparées a celles de
patientes AO-nClInh sous traitement OP et aprées sevrage (n = 11) (figure 22).
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Figure 22 : Distribution du kininogéne de haut poids moléculaire natif et clivé
chez les sujets féminins sains et chez les patientes atteints d’angicedéme avec
C1 Inhibiteur normal, avec ou sans traitement cestroprogestatif : (A) Quantité de
HKn et (B) Pourcentage de HKc, chez les sujets sains avec (n=33) (violet) ou sans
(n=30) (rouge) traitement cestroprogestatif (OP) ainsi que chez les patients AO-
nClInh avec (n=13) (vert) ou sans (n=13) (orange) traitement OP.

La prise de traitement OP chez les sujets sains entraine une |égere variation sur la
quantité de HKn. Comme vu précédemment, les sujets sains sans traitement OP ont
une quantité de HKn majoritairement répartie entre 26 et 166 ng/ulL (percentiles 5 et
95 %). Pour des sujets sains sous traitement OP, la quantité de HKn varie entre 93 et
314 ng/uL. En comparant ces deux médianes, 93 et 181 ng/uL (respectivement -OP et
+OP) par le test de Mann Whitney, la p-valeurs, inférieur a 0.001, démontre un effet
significative de la prise de traitement OP. Pour les femmes sans traitement, le
pourcentage de HKc varie entre 3 et 24 % et celui des femmes sous traitement OP
varie entre 2 et 26 %. En comparant les médianes par le test de Mann Whitney (6 %
pour les femmes avec ou sans traitement OP), la p-valeur de 0.03 démontre un effet
significative de la prise de traitement OP. Chez les femmes saines, la prise d'un
traitement OP une augmentation de la quantité de HKn et du pourcentage de HKc.

Pour les patientes AO-nClInh (n = 13) sous traitement OP, la quantité de HKn varie
entre 0 et 17 ng/uL pour une médiane de 51 ng/uL et le pourcentage de HKc varie
entre 12 et 98 % pour une médiane de 40 %. Ces valeurs, basses pour le HKn et
élevées pour le HKc, dépassent les seuils de référence mis au point précédemment, ce
qui confirme I'état pathologique de ces patientes. En comparant |'effet de traitement
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OP sur les sujets sains et sur les patients, une variation importante est constatée
(p-valeur inférieur a 0.001).

Lorsque ces mémes patientes arrétent la prise de traitement OP, une variation
importante de ces paramétres est mesurée. La quantité de HKn passe de 51 a
131 ng/uL (p-valeur de 0.005 d'apres le test de Wilcoxon) et le pourcentage de HKc
passe de 40 a 19 % (p-valeur de 0.001 d'apres le test de Wilcoxon). Ces résultats
montrent que le sevrage du traitement OP permet une augmentation significative de
la quantité de HKn et de la diminution du clivage de HK. Pour ces patients, la quantité
de HKn atteint a nouveau le seuil de référence des valeurs normales (38.0 ng/uL) lors
du sevrage du traitement OP. Le pourcentage de HKc est également inférieur au seuil
de référence (33.0 %). Pour ces patientes AO-nClInh, la prise de traitement OP
affecte la quantité de HKn et de HKc. Le sevrage du traitement OP permet de
ramener les valeurs de HKn proche des sujets sains (p-valeur inférieur a 0.001 entre
les sujets sains et les patients sans traitement OP) et de diminuer le pourcentage de
HKc (p-valeur inférieur a 0.001 entre les sujets sains et les patients sans traitement
OP).

7. Conclusion

La mise en place de ce test permet de diagnostiquer les patients souffrant
d’AO-nClInh grace a la quantification du HKn ainsi que du pourcentage de HKc. Les
seuils de références des sujets sains sont calculés séparément afin de mettre en place
un test plus sensible et spécifique. Les limites des valeurs normales sont fixées a
72.0 ng/uL pour la quantification du HKn et a 14.4 % pour le pourcentage de HKc
pour les sujets masculins. Pour les sujets féminins ces limites sont fixées a 38.0 ng/pL
et 33.0 %. Ces limites permettent d'établir un test d'une sensibilité supérieure a 50 %
et d'une spécificité supérieure a 98 %. Ce test de diagnostic constitue un nouvel outil
de diagnostic pour les patients souffrant d’AO-nC1lInh. Néanmoins longue a mettre
en ceuvre, cette technique permettra de constater le clivage de HK et ainsi la
production de BK pendant la crise, ce qui facilitera |'orientation thérapeutique des
patients.

Des études supplémentaires ont permis de mettre en évidence que la prise de
traitement OP chez les femmes est a I'origine d'une augmentation du pourcentage de
HKc et de la production de kinines. Il a également été démontré que l'arrét de ce
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traitement permet de rétablir un taux normal de HKn et de HKc et ainsi de limiter la
production de BK.
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Partie 2 : Le contréle de la phase contact par C1 Inhibiteur

I. Reconstitution de la phase contact et dosage de C1 Inhibiteur fonctionnel

La phase contact est une cascade peptidique, qui, lorsqu’elle est suractivée ou
mal contrblée, entraine l'apparition d'ocedémes suite a une production de BK. Le
défaut du contrdle est, pour la plupart des cas, due a un déficit quantitatif ou
fonctionnel de la Serpine Clinh. Ces déficits sont dus a différentes mutations
affectant le gene SERPINGI, gene codant pour la synthese de Clinh. Lorsque Cllnh
ne contréle pas suffisamment la phase contact, I'inhibition du FXIla et de la KK n’est
pas assez importante et la phase contact n’est plus contrélée. Une activation de pKK
en KK est constatée, ce qui a pour conséquence une augmentation de la production
de kinines (Defendi et al,, 2015). Le dosage de l'activité fonctionnelle de C1Inh est un
parametre essentiel pour le diagnostic de I'AO.

1. Angicedéme avec déficit pour C1 Inhibiteur

L'’AOH-dClInh est le type d'AO le mieux connu. Les types I (défaut quantitatif de
ClInh) et les types II (défaut dysfonctionnel de Clinh) sont des formes héréditaires de
I'’AO, provoquées par une mutation du gene SERPINGI (Kargarsharif et al, 2015). II
existe également des formes acquises est associées a une hyperconsommation de
ClInh, régulierement le fait d'une lymphopathie et pouvant étre associée a un
désordre auto-immun (Bjorkquist et al, 2013) (Fain et al, 2015). Les tests de
diagnostic permettant de doser la fonction de Cllnh utilisent la protéase Cls du
complément (Drouet et al,, 1988), cette protéase est sans impact dans le processus
pathologique de I'AO, car elle n'intervient pas dans la phase contact. Ce n’est donc
pas une cible idéale pour I'examen de ClInh.

2. Mise en place d'un test de diagnostic

Cllnh assure le contréle majeur de la phase contact en inhibant la KK
(102.10* Mt « min). Le dosage de Cllnh fonctionnel vis-a-vis de la KK est une
méthode efficace pour permettre le diagnostic des patients AOH-dC1Inh puisque la
KK intervient directement dans la production de kinines. La fonction de ClInh est
étudiée par reconstitution de la phase contact /n vitro grace aux composants purifiés
FXIla, pKK et HK.
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ClInh est incubé 10 minutes a 37°C avec le FXIIa, la pKK et le HK. C1Inh inhibe le FXIla
et la KK, ce qui a pour conséquence une diminution de l'activité de la KK dans le
milieu réactionnel. L'activité de la KK est mesurée par dosage amidolitique grace a un
substrat chromogene : le tripeptide Pro-Phe-Arg-pNA. Ce tripeptide est clivé par la
KK au niveau du pNA, ce qui provoque une modification colorimétrique suivie par
cinétique a 405 nm (figure 23).

Cinétique 60 minutes
Incubation 10 minutes a 37°C 330°Ca405nm

A A
[

@
C1Inh 3
[ ] ¥

405nm

Figure 23: Dosage de C1 Inhibiteur vis-a-vis de la kallicréine par méthode
amidolytique : Conversion de la pKK en KK par le FXlla et clivage du substrat
Pro-Phe-Arg-pNA par la KK. Inhibition du FXIla et de la KK par C1lInh purifié ou
plasmatique.

La quantité de Cllnh fonctionnel présent dans le plasma est dosée a l'aide une
gamme de ClInh purifié (de 0 a 4 pmol). Ces différentes concentrations de Cllnh
permettent de tracer une gamme de titrage de Clinh a l'aide de la vitesse initiale
maximale (Vmax). La réaction est ensuite réalisée avec un microlitre de plasma et la
Vmax mesurée permet de calculer la quantité de ClInh présent dans le plasma. Apres
avoir déterminé la quantité de ClInh fonctionnel présente dans un microlitre de
plasma, la quantité de ClInh est convertie en unité fonctionnelle par millilitre de
plasma (UI/mL) avec 1 Ul = 270 ng de Clinh d'aprés Berinert®. Cette unité
correspond a l'unité internationale de C1lInh (Thelwell et al,, 2011).

3. Application aux sujets sains

Différents sujets sains (n = 281) dont 123 masculins et 158 féminins sont
analysés par activité amidase (figure 24). Le dosage de ClInh fonctionnel est réalisé
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séparément entre les sujets masculins et les sujets féminins afin de déterminer si le
sexe des individus intervient dans ce dosage.
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Figure 24: Distribution de C1 Inhibiteur fonctionnel chez les sujets sains
masculins et chez les sujets sains féminins : Fonction de Cllnh (Ul/mL) chez 281
sujets sains (noir) en fonction du sexe des individus : 123 sujets masculins (bleu)
et 158 sujets féminins (rouge).

La quantité de ClInh fonctionnel chez les sujets sains est majoritairement répartie
entre 046 et 1.09 Ul/mL (percentiles 5 et 95 %). Ces valeurs sont distribuées
difféeremment entre les sujets masculins et féminins. La médiane des sujets masculins
est de 0.85 Ul/mL alors que celle des sujets féminins est de 0.74 Ul/mL. En comparant
ces deux médianes par le test de Mann Whitney, la p-valeur est inférieure a 0.0001 ce
qui confirme une différence significative entre ces deux groupes.

Ces résultats démontrent une différence dans le dosage de ClInh fonctionnel selon le
sexe des individus. Cette différence peut s'expliquer par I'imprégnation
oestrogénique au cours de grossesses chez les sujets féminins, ce qui peut avoir un
impact sur le dosage de ClInh fonctionnel plasmatique. Pour limiter les variations
entre les sujets féminins, toutes les femmes étant sous traitement OP ne sont pas
prises en compte dans la mise en place de ce test. Pour la suite des analyses, les
patients masculins et féminins sont analysés séparément afin de mettre au point un
test de diagnostic plus sensible et spécifique.

Pauline SELLIER — Dipléme EPHE Page 58




Résultats ||| La phase contact : Son activation et son controle par C1 Inhibiteur

4. Application aux patients

Suite a I'établissement des valeurs de référence, le test est appliqué aux patients
masculins (n = 47) et féminins (n = 46) (figure 25). Ces patients sont suivis et
diagnostiqués par le CHU de Grenoble. Ils sont caractérisés par AOH-dC1lInh de type
[, IT ou acquis.
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Figure 25 : Distribution de C1 Inhibiteur fonctionnel chez les sujets masculins et
féminins et chez les patients atteints d’angicedeme héréditaire par déficit de
C1 Inhibiteur : Variation la quantité de ClInh fonctionnel (Ul/mL) chez les sujets
sains (bleu/rouge) et chez les patients AOH-dClInh (vert) pour les sujets (A)
Masculins (n=123 et 47) et (B) Féminins (n=158 et 46).

L'ensemble des sujets masculins montre une répartition inégale du dosage de Cllnh
fonctionnel entre les individus sains et les patients AOH-dC1lInh. Les deux médianes
sont différentes pour ces deux groupes ; elle est de 0.85 UI/mL pour les sujets sains et
de 0.21 Ul/mL pour les patients AOH-dC1Inh. En comparant ces deux médianes par le
test de Mann Whitney, la p-valeur inférieure a 0.0001 confirme une différence
significative entre ces deux groupes. En dosant Cllnh fonctionnel chez les sujets
féminins, une répartition inégale est observée selon le type d'individus. Les deux
médianes sont différentes pour ces deux groupes ; elle est de 0.74 Ul/mL pour les
sujets sains et de 0.13 Ul/mL pour les patientes AOH-dC1Inh. En comparant ces deux
médianes par le test de Mann Whitney, la p-valeur inférieure a 0.0001 confirme une
différence significative entre ces deux groupes.

La comparaison des sujets sains et des patients AOH-dC1lInh montre une différence
significative pour le dosage de Cllnh fonctionnel vis-a-vis de la KK chez les sujets
masculins et féminins. Pour les patients, la fonction de ClInh est relativement faible
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permet une bonne discrimination entre les sujets sains et les patients AOH-dC1Inh.

5. Performance du test

Afin de déterminer la performance de ce test, certains parametres statistiques
sont calculés entre les différents groupes d'individus. La sensibilité et la spécificité du

test sont calculées ainsi que les VPP et les VPN.

Pour déterminer ces parametres, le dosage de ClInh fonctionnel des sujets sains est
comparé avec les valeurs des patients AOH-dClInh. Cette comparaison permet de
mettre en place une courbe ROC chez les hommes et chez les femmes (figure 26)
(tableau V). Ces courbes ROC permettent également de mettre en place les seuils de

référence inférieurs afin de distinguer les sujets sains des patients AOH-dC1Inh.
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Figure 26 : Courbe Receiber Operating Characteristic chez les sujets sains et chez
les patients atteints d’'angicedeme héréditaire par déficit de C1l Inhibiteur:

Dosage de la fonction de ClInh chez les sujets (A) Masculins (n=123/47) et (B)
Féminins (n=158/46).
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Tableau V : Analyse des courbes Receiber Operating Characteristic chez les sujets

sains et chez les patients atteints d'angicedeme héréditaire par déficit de

C1 Inhibiteur : Détermination de l'aire sous la courbe (AUC), du seuil de référence,

de la sensibilité, de la spécificité et des valeurs prédictives positives (VPP) et

négatives (VPN) pour le test du dosage de la fonction de ClInh chez des sujets
masculin sains (n=123/47) et féminins (n=158/46).

AUC . Sensibilité  Spécificité
Seuil VPP VPN

(95%CI) (95%ClI) (95%Cl)
Sujets masculins 100 < 0.61 100 100 100 100

J (0.97-1.0) ‘ (092-10)  (0.97-1.0)

. ;e . 99.0 935 994

Sujets féminins <042 956 95.6

(0.97-1.0) (0.82-0.99) (0.97-1.0)

La sensibilité et la spécificité du test ont éte calculées de maniere optimale en
sélectionnant un seuil inférieur a 0.61 Ul/mL pour les sujets masculins et inférieur a
0.42 UI/mL pour les sujets féminins. Ces seuils permettent de discriminer les sujets
sains des patients AO-nClInh. Pour ces seuils, la sensibilité et la spécificité sont
établies a 100 % pour les sujets masculins et a 94 % et 99 % pour les sujets féminins
(respectivement sensibilité et spécificité). Pour les sujets masculins, les VPP et les VPN
sont de 100 % et pour les sujets féminins de 96 %.

6. Exemples de cas cliniques

1. Mutation du gene SERPINGI
La position des mutations du gene SERPINGI a une importance stratégique

pour le controle de la phase contact par Cllnh. Trois mutations différentes
répertoriées dans 6 familles sont comparées. Le dosage de ClInh fonctionnel vis-a-vis
de la KK et vis-a-vis de Cls est réalisé en parallele sur des patients porteurs des
mutations I271T, R378C ou L107R du géne SERPINGI (tableau VI).
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Tableau VI : Mutations du gene SERPINGI et fonction C1 Inhibiteur : Dosage de
ClInh fonctionnel vis-a-vis de la KK et de Cls en fonction du type de mutations
affectant le gene SERPINGI.

L. Fonction de ClInh (Ul/mL) .
Sexe de l'individu Mutation SERPING1
KK Cls
Masculin <0.11(<12.9%) 5.4 (24.3%) 12717
Masculin <0.11 (<12.9%) 5.4 (24.3%) 12717
Féminin <0.11 (<12.9%) | 9.6 (43.2%) 12717
Féminin <0.11 (<12.9%) | 8.4 (37.8%) 12717
Féminin <0.11 (<12.9%) | 3.4 (15.3%) 12717
Masculin 0.23 (27.0%) 15.6 (70.2%) R378C
Masculin 0.11 (12.9%) 12.8 (57.6%) R378C
Masculin 0.11 (12.9%) 12.4 (56%) R378C
Masculin <0.11 (<129%) | 8.5 (38.25%) R378C
Masculin <0.11 (<12.9%) 4 (18.2%) R378C
Féminin 0.20 (27.0%) 13.5 (60.7%) R378C
Féminin 0.11 (12.9%) 13.2 (59.4%) R378C
Féminin 0.14 (18.9%) 11.4 (51.3%) R378C
Féminin <0.11 (<12.9%) 10.9 (49%) R378C
Féminin 0.45 (60.8%) 5.5 (24.7%) L107R

En ce qui concerne la premiere mutation I271T, la fonction de ClInh est sous la limite
de détection du test vis-a-vis de la KK. Lorsque le test vis-a-vis de Cls est utilisé, la
fonction de Clinh est comprise entre 15 % et 43 %. Le méme phénomeéne est
identifié pour la deuxieme mutation R378C. La fonction de ClInh est sous la limite de
détection du test vis-a-vis de la KK. Lorsque le test vis-a-vis de Cls est utilisé, la
fonction est comprise entre 18 % et 70 %. Pour la troisieme mutation L107R les
résultats ne sont pas concordants. La fonction de ClInh est de de 61 % vis-a-vis de la
KK et 25 % vis-a-vis de Cls.

L'analyse des patients porteurs de différentes mutations sur le gene SERPINGI1
démontre que le taux de ClInh fonctionnel est calculé différemment s'il est mesuré
vis-a-vis de la KK ou de Cls. Ces résultats peuvent sous-entendre que ClInh n'a pas
le méme effet inhibiteur vis-a-vis de la KK ou de Cls et que les différentes mutations
peuvent affecter l'inhibition de I'une ou l'autre des protéines cibles.

Pauline SELLIER — Dipléme EPHE Page 62




Résultats ||| La phase contact : Son activation et son controle par C1 Inhibiteur

2. Effet de traitements cestroprogestatifs

Chez les sujets féminins, il a été démontré que la prise de traitements OP
augmente les risques de crises d'/AO (Giard et al,, 2012 ; Gompel, 2015). Pour vérifier
I'effet du traitement OP sur la fonction de Cllnh, deux prélevements sanguins sont
réalisés chez des femmes AOHH-dC1Inh. Le premier prélévement est réalisé pendant
le traitement OP (n = 23) et le deuxieme est réalisé quelques mois apres l'arrét du
traitement (n = 16) (figure 27).

NS * Ak
1.5+ —_— ——
i o
1.20
1.0+ 0.99
- T 0.91
- | 0.85 0.83
E 0.74 0.71 071
3 | 1
0.56 0.56

0-5_
0.45
042 s 042 E 0.32

Figure 27 : Distribution de C1 Inhibiteur fonctionnel chez les sujets féminins sains
et chez les patientes atteints d’angicedeme héréditaire par déficit de C1
Inhibiteur, avec ou sans traitement oestroprogestatif: Quantité de ClInh
fonctionnel (Ul/mL) chez les sujets sains avec (n=59) (violet) ou sans (n=158)
(rouge) traitement OP ainsi que chez des patients AOH-dC1Inh avec (n=23) (vert)
ou sans (n=16) (orange) traitement OP.

La prise de traitements OP sur les femmes saines (n = 59) entraine une légéere
différence du dosage de ClInh fonctionnel. Comme vu précédemment, les femmes
saines sans traitement OP ont un taux de ClInh fonctionnel réparti entre 0.42 et
1.06 UI/mL (percentiles 5 et 95 %). Pour les femmes saines sous traitements OP, le
taux de ClInh fonctionnel varie entre 0.42 et 0.99 Ul/mL. En comparant les deux
médianes, 0.74 et 0.71 Ul/mL (respectivement —OP et +OP), par le test de Mann
Whitney, la p-valeurs de 0.590 ne permet pas de différencier ces deux groupes. Sur
les femmes saines, la prise de traitement OP n’entraine pas de modification
significative sur la quantité de C1lInh fonctionnel.
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Pour les patientes AOH-dClInh sous traitement OP (n = 23), le taux de Cllnh
fonctionnel varie entre 0 et 0.45 UIl/mL pour une médiane de 0.25 Ul/mL. Ces valeurs
basses sont inférieures au seuil de référence mis au point précédemment
(0.42 Ul/mL), ce qui confirme I'état pathologique de ces patientes. Lors de l'arrét du
traitement OP chez ces patientes, une variation importante du dosage de Cllnh
fonctionnel est mesurée ; il passe de 0.25 a 0.91 Ul/mL (p-valeur de 0.0001 d'apres le
test de Wilcoxon). Pour ces patientes AO-nClInh, la prise de traitement OP affecte la
quantité de Cllnh fonctionnel. Toutefois, le sevrage du traitement OP permet de
ramener les valeurs de C1lInh fonctionnel supérieur au seuil des valeurs normales.

7. Conclusion

La mise en place de ce test permet de diagnostiquer les patients souffrant
d’AOH-dC1Inh grace a un dosage de ClInh fonctionnel plasmatique. Les limites des
valeurs normales sont fixées a 0.61 UIl/mL pour les sujets masculins et a 0.42 Ul/mL
pour les sujets féminins. Ces limites permettent d'établir un test d'une sensibilité
supérieur a 94 % et d'une sensibilité supérieure a 99 %. Ce test de diagnostic
constitue un nouvel outil de diagnostic pour les patients souffrant d’AOH-dC1Inh.
Cette technique, rapide a mettre en ceuvre permet le dosage de Cllnh fonctionnel,
de maniéere plus slre pour les patients déficitaires en ClInh. La fonction de ClInh est
un parametre essentiel a déterminer lors de I'administration des traitements en cours
de crises.

Des études supplémentaires ont permis de mettre en évidence une diminution de
Clinh fonctionnel lors de la prise de traitement OP. Ces études ont également
démontré que le sevrage du traitements OP permet de rétablir un taux normal de
ClInh fonctionnel.
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II. Déglycosylation de C1 Inhibiteur et impact sur sa fonction inhibitrice

ClInh est une protéine de 105 kDa fortement glycosylée. Cette protéine est
composée de deux domaines : Le domaine Serpine de 71 kDa et le domaine non-
Serpine, domaine A-terminal de 34 kDa. Clinh est formé d'un squelette
polypeptidique constitué de 478 acides aminés, 6 N-glycosylations (en bleu) (situées
sur les acides aminés Asparagine®, Asn*, Asn>®, Asn?*, Asn?! et Asn’*") et
14 O-glycosylations (en rose) (sur les acides aminés Serine*? et Thréonine?®, Thr*,
Thr®?, Thr®, Thr’® et Thr’®) (figure 28). Ces 20 polysaccharides, majoritairement liés au
niveau du domaine AN-terminal, apportent une teneur en glucides d'environ 40 % a la
protéine (Koles et al., 2004) (Beinrohr et al., 2007).
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Figure 28 : Répartition des glycosylations sur la protéine C1 Inhibiteur : Position
des 6 N-glycosylations (en bleu) réparties sur les deux domaines de ClInh et des
14 O-glycosylations (en rose) réparties sur le domaine N-terminal.

Les polysaccharides liés aux acides aminés de Cllnh peuvent étre clivés par
différentes enzymes comme le PNGase F ou la O-glycosidase. Ces enzymes ont
différents modes de fonctionnement et permettent de cliver les polysaccharides A-lié
(PNGase F) ou O-lié (O-glycosidase). La Neuraminidase est utilisée pour cliver |'acide
sialique empéchant I'hydrolyse des polysaccharides. Le clivage des polysaccarides est
réalisé afin de définir s'ils détiennent un r6le dans la fonction de ClInh.

1. Déglycosylation de C1 Inhibiteur

L'effet des polysaccharides constituant le squelette polypeptidique de Cllnh
est étudié en déglycosylant Cllnh grace a différentes combinaisons de trois enzymes
: la neuraminidase (10 mU), le PNGase F (1 250 mU) et la O-glycosidase (100 mU).
ClInh est incubé a 37°C pendant une nuit avec les combinaisons suivantes :

- Condition 1 (C1) : neuraminidase + PNGase + O-glycosidase

- Condition 2 (C2) : neuraminidase + PNGase

- Condition 3 (C3) : neuraminidase + O-glycosidase

Pauline SELLIER — Dipléme EPHE Page 65




Résultats ||| La phase contact : Son activation et son controle par C1 Inhibiteur

Un Immuno Blot anti-C1lInh est réalisé pour vérifier le processus de déglycosylation
de ClInh. Cet Immuno Blot permet de différencier le poids moléculaire de Cllnh natif
(nClInh) (105 kDa) des différentes conditions de déglycosylation de Clinh (dClInh)
(figure 29).

Neuraminidase | - + + +
PNGase - + + -
O-glycosidase | - + - +

Plasma M nClinh C1 C2 (3

NClinh (105kDa) —» | e 100 —-—

—e— -«

70 === | <— dClInh
- <«

Figure 29: Analyse de la déglycosylation de C1 Inhibiteur: Les différentes
especes de nClinh et dClInh déglycosylées par les enzymes neuraminidase,
PNGase et O-glycosidase (C1) neuraminidase et PNGase (C2) et neuraminidase et
O-glycosidase (C3) testées pour évaluer leur masse moléculaire.

Quel que soit I'échantillon déposé, une seule bande de Clinh est révélée. Le puits
contenant nClInh montre une bande de 105 kDa, correspondant au méme poids
moléculaire que I'échantillon de Cllnh plasmatique. Les trois conditions de
déglycosylation de ClInh présentent chacune une bande au poids moléculaire
inférieur a celui de nClInh (respectivement 65, 90 et 70 kDa). Cette variation de poids
moléculaire correspond au clivage des polysaccharides M- ou O- liés a la protéine par
les enzymes de déglycosylation. Pour toutes les conditions de déglycosylation, la
forme nCllnh (105 kDa) n'est plus observée, ce qui indique une déglycosylation
compléete de ClInh. Les différentes masses moléculaires (M) sont compatibles avec les
données précédemment publiées (Reboul et al., 1987) (Liu et al,, 2004).

2. Fonction de C1 Inhibiteur vis-a-vis de la kallicréine

Suite a la mise en place du test de diagnostic permettant le dosage de Cllnh
par reconstitution de la phase contact /n vitro (Ghannam et al., 2015), la fonction de
ClInh est évaluée par son contréle de la KK par méthode amidase.
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Le test est réalisé avec plusieurs quantités de nClinh et de dClInh pour évaluer la
fonction de ClInh (figure 30).
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Figure 30 : Impact de la déglycosylation de C1 Inhibiteur sur son contréle de la
phase contact : Les différentes especes de nClInh et dC1Inh déglycosylées par les
enzymes neuraminidase, PNGase et O-glycosidase (C1) neuraminidase et PNGase
(C2) et neuraminidase et O-glycosidase (C3) testées pour évaluer leur fonction
comme controle de la phase contact.

Un effet dose-réponse du controle de la KK par ClInh est observé. nClInh controle
I'activité de la KK avec une diminution maximale de I'activité de 70 % en présence de
4 pmol de ClInh. La déglycosylation par la neuraminidase et le PNGase (C2) controle
partiellement I'activité de la KK avec une inhibition maximale de 40 %. Cette variation
significative permet d'établir une différence entre nClInh et dC1lInh (p-valeur = 0.001
entre nClInh et la déglycosylation par la neuraminidase et le PNGase (C2) par le test
de Man Whitney). Le contréle de l'activité de la KK est aboli lorsque ClInh est
déglycosylé par la neuraminidase, le PNGase et la O-glycosidase (C1) ainsi que par la
neuraminidase et la O-glycosidase (C3). Ces résultats démontrent que seul nCllnh et
la déglycosylation par la neuraminidase et le PNGase (C2) permettent I'inhibition de
la KK. Toutefois, I'inhibition de la KK lors de cette déglycosylation est deux fois plus
faible que celle de nClInh.

Pour renforcer ces résultats, les composants purifiés de la phase contact (FXIIa, pKK et
HK : FPH) sont incubés avec les différentes especes de ClInh déglycosylées. Lorsque
Clinh est fonctionnel, des complexes entre Cllnh et la KK sont formés. Ces
complexes sont identifiés par Immuno Blot anti-C1Inh (figure 31).
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Neuraminidase | - - - + + +
PNGase - - - + - -
O-glycosidase = - - - + + - - + +
FPH + - + - + - + - +
nCllnh nCllnh C1 C1 C2 C2 C3 (3
FPH FPH FPH FPH FPH Complexes C1Inh/KK
nCllnh <— (180 kDa)
cClinh —» i e
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Figure 31 : Impact de la déglycosylation de C1 Inhibiteur sur la formation de
complexes avec la kallicréine: Les différentes espéces de nClinh et dClinh
déglycosylées par les enzymes neuraminidase, PNGase et O-glycosidase (C1)
neuraminidase et PNGase (C2) et neuraminidase et O-glycosidase (C3) testées
pour évaluer leur formation de complexes avec la KK.

Lorsque nClInh est incubé avec les composants de la phase contact, une bande de
180 kDa est observée. Cette bande correspond a la formation de complexes inactifs
entre Clinh et la KK. Une bande de 95 kDa est également observée. Cette bande
correspond a ClInh clivé (cClInh), issue de la fixation de Clinh avec la KK. Lorsque
ClInh est déglycosylé par la neuraminidase, le PNGase et la O-glycosidase (C1) ainsi
que par la neuraminidase et la O-glycosidase (C3) aucune bande de 180 kDa n'est
observée. Ces formes déglycosylées de Clinh ne sont plus capables de former de
complexes avec la KK. Seule la déglycosylation par la neuraminidase et le PNGase
(C2) permet la formation de complexes. Cette forme reste fonctionnelle vis-a-vis de la
KK. Pour toutes les conditions, une bande de méme poids moléculaire que ClInh seul
est également observée. Cette bande représente C1lInh ne formant pas de complexe
avec la KK.

Chaque bande est ensuite quantifiée par densitométrie grace au ChemiDoc™ XRS*

b™ Software [Biorad] (méthode semi-quantitative). La quantité

System with Image La
de ClInh par puits est rapportée en pourcentage afin de comparer la quantité de
complexes entre Clinh et la KK et de ClInh non complexé pour chaque condition

(tableau VII).
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Tableau VII : Impact de la déglycosylation de C1 Inhibiteur sur la quantification de
complexes avec la kallicéine: Les différentes especes de nCllnh et dClinh
déglycosylées par les enzymes neuraminidase, PNGase et O-glycosidase (C1)
neuraminidase et PNGase (C2) et neuraminidase et O-glycosidase (C3) testées

pour évaluer leur formation de complexes avec la KK.

nCllnh C1 C2 Cc3
Neuraminidase - + + +
PNGase - + + -
O-glycosidase - + - +
Complexes C1lInh/KK 40 % 0% 10 % 0%
ClInh non complexé 60 % 100 % | 90 % | 100 %

La quantification des bandes par densitométrie montre la formation de 40 % de
complexes entre nClInh et la KK. Ces complexes traduisent la fixation de ClInh sur la
KK afin de l'inactiver. La déglycosylation par la neuraminidase et le PNGase (C2)
permet la formation de 10 % de complexes entre Clinh et la KK. Cette différence
d'etablir nClinh et dCllnh
(p-valeur = 0.0013 entre nClinh et la déglycosylation par la neuraminidase et le
PNGase (C2) par le test de Man Whitney). Lorsque Cllnh est déglycosylé par la
neuraminidase, le PNGase et la O-glycosidase (C1) ainsi que par la neuraminidase et

significative  permet une différence entre

la O-glycosidase (C3) aucun complexe n'est formé. Ces résultats démontrent que seul
nClinh et la déglycosylation par la neuraminidase et le PNGase (C2) permettent la
formation de complexes entre Clinh et la KK. Toutefois, la quantité de complexes
formés lors de cette déglycosylation est moins importante que celle de nClInh.

Les résultats obtenus par activité amidase sont corrélés avec les résultats obtenus par
Immuno Blot. Ces deux techniques ont démontré que seule la déglycosylation par la
neuraminidase et le PNGase (C2) reste partiellement fonctionnelle vis-a-vis de la KK,
avec un contréle de 50 % de la KK. Cette déglycosylation entraine le clivage des
polysaccharides A-liés a ClInh. Ces résultats supposent un réle partiel des
polysaccharides A-liés pour le controle de la KK. Les deux autres conditions de
déglycosylation ont une fonction totalement abolie vis-a-vis de la KK. Ces deux
conditions de déglycosylation entrainent le clivage des polysaccharides O-liés a
ClInh. Ces résultats impliquent un réle essentiel des polysaccharides O-liés pour le
contréle de la KK. Les différents polysaccharides présents sur le domaine A-terminal
de ClInh participent activement a I'activité inhibitrice de C1Inh pour le contréle de la
KK.
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3. Fonction de C1 Inhibiteur vis-a-vis de Cls

La fonction de ClInh est évaluée par son contréle de Cls, protéase du
complément, par méthode estérase (Drouet et al., 1988).

ClInh est incubé pendant 15 minutes a 37°C avec un exces de Cls; des complexes
entre Cllnh et Cls se forment dans le milieu réactionnel. Un substrat spécifique de
Cls, le BAEe, est ajouté au milieu réactionnel et une cinétique de 10 minutes a 30°C
est réalisée par spectrophotométrie a 340 nm. Cls résiduel (non complexé avec
ClInh) clive le substrat BAEe pour libérer le groupement BA. Le groupement BA
entraine la réduction du NAD en NADH, H® qui est mesurée par absorbance
(figure 32).

Incubation 15 minutes a 37°C Cinétique 10 minutesa 30°Ca 340 nm

| + E — B
T \_/V 340 nm
Cls | + | Cls | BAEe |
N

Figure 32 : Dosage de C1 Inhibiteur vis-a-vis de Cls par méthode enzymatique :
Formation de complexes entre ClInh et Cls puis clivage d'un substrat spécifique,
le BAEe par Cls résiduel.

Le test est réalisé avec plusieurs quantités de nClinh et de dClInh pour évaluer la
fonction de ClInh (figure 33).
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Figure 33 : Impact de la déglycosylation de C1 Inhibiteur sur son contréle de Cls :
Les différentes espéces de nClinh et dClinh déglycosylées par les enzymes
neuraminidase, PNGase et O-glycosidase (C1) neuraminidase et PNGase (C2) et
neuraminidase et O-glycosidase (C3) testées pour évaluer leur fonction comme
controle de Cls.

Un effet dose-réponse du contréle de Cls par Clinh est observé. nCllnh contréle
I'activité de Cls avec une diminution maximale de l'activité de 85 % en présence de
3 pmol de Cllnh. La déglycosylation par la neuraminidase, le PNGase et la
O-glycosidase (C1) ainsi que par la neuraminidase et le PNGase (C2) contrdle I'activité
de Cls avec une inhibition similaire a celle de nClInh. L'activité de Cls est contrdlée
partiellement avec une inhibition maximale de 40 % lorsque ClInh est déglycosylé
par la neuraminidase et la O-glycosidase (C3). Cette variation significative permet
d'établir une différence entre nClinh et dC1lInh (p-valeur = 0.001 entre nCllnh et la
déglycosylation par la neuraminidase et la O-glycosidase (C3) par le test de Man
Whitney). Ces résultats démontrent que seuls nCllnh et la déglycosylation par la
neuraminidase et la O-glycosidase (C3) permettent l'inhibition de Cls. Toutefois,
I'inhibition de Cls lors de la déglycosylation est deux fois plus faible que celle de
nCllnh.

Pour confirmer ces résultats, la protéase Cls est incubée avec les différentes especes
de Clinh déglycosylées. Lorsque ClInh est fonctionnel, des complexes entre C1lInh et
Cls sont formés. Ces complexes sont identifiés par Immuno Blot anti-Cllnh
(figure 34).
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Figure 34 : Impact de la déglycosylation de C1 Inhibiteur sur la formation de
complexes avec Cls : Les différentes especes de nClinh et dC1lInh déglycosylées
par les enzymes neuraminidase, PNGase et O-glycosidase (C1) neuraminidase et
PNGase (C2) et neuraminidase et O-glycosidase (C3) testées pour évaluer leur
formation de complexes avec Cls.

Lorsque nCllnh est incubé avec la protéase Cls, une bande de 180 kDa est observée.
Cette bande correspond a la formation de complexes inactifs entre C1Inh et Cls. Une
bande de 95 kDa est également observée. Cette bande correspond a ClInh clivé
(cCllnh), issu de la fixation de Cllnh avec Cls. Quel que soit le type de
déglycosylation de Cllnh, la formation de complexes entre ClInh et Cls est
constatée. Ces formes restent fonctionnelles vis-a-vis de Cls. Pour toutes les
conditions, une bande de méme poids moléculaire que ClInh seul est également
observée. Cette bande représente C1lInh ne formant pas de complexe avec Cls.

Chaque bande est ensuite quantifiée par densitométrie grace au ChemiDoc™ XRS*

b™ Software [Biorad] (méthode semi-quantitative). La quantité

System with Image La
de ClInh par puits est rapportée en pourcentage afin de comparer la quantité de
complexes entre ClInh et Cls et de Cllnh non complexé pour chaque condition

(tableau VIII).
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Tableau VIII : Impact de la déglycosylation de C1 Inhibiteur sur la quantification
de complexes avec Cls: Les différentes especes de nClinh et dClinh
déglycosylées par les enzymes neuraminidase, PNGase et O-glycosidase (C1)
neuraminidase et PNGase (C2) et neuraminidase et O-glycosidase (C3) testées
pour évaluer leur formation de complexes avec Cls.

nCllnh C1 C2 C3

Neuraminidase - + + 4
PNGase - 4 + -
O-glycosidase - + - 4

Complexes ClInh/KK | 55 % 65% | 35% | 70%
Cllnh non complexé | 45 % 35% | 65% | 30%

La quantification des bandes par densitométrie montre la formation de 55 % de
complexes entre nClInh et Cls. Ces complexes traduisent la fixation de C1lInh sur Cls
afin de l'inactiver. Les trois conditions de déglycosylation permettent la formation de
complexes entre Clinh et Cls de 70, 65 et 35 % respectivement. Ces résultats
démontrent que les différentes especes de ClInh déglycosylées permettent la
formation de complexes entre Clinh et Cls. Toutefois, la quantité de complexes
formés lors de la déglycosylation par la neuraminidase et la O-glycosidase (C3) est
moins importante que celle de nClIinh.

Les résultats obtenus par activité estérase sont corrélés avec ceux obtenus par
Immuno Blot. Ces deux techniques ont démontré que les différentes especes de
ClInh déglycosylées restent fonctionnelles vis-a-vis de Cls. La déglycosylation par la
neuraminidase et la O-glycosidase (C3) entraine une diminution de la fonction de
ClInh, avec un contréle de 50 % de Cls. Cette condition de déglycosylation entraine
le clivage des polysaccharides O-liés a C1lInh. Ces résultats supposent un role partiel
des polysaccharides O-liés pour le contrble de Cls. Lorsque ClInh est déglycosylé par
la neuraminidase et le PNGase (C2), la fonction de Cllnh n'est pas modifiée. Cette
condition de déglycosylation entraine le clivage des polysaccharides A-liés a Cllnh.
Ces résultats impliquent que les polysaccharides AN-liés ne participent pas au contrdle
de C1s par Cllnh.

4. Fonction de C1 Inhibiteur et desanticorps anti-C1 Inhibiteur

De rares cas d'’AOA, non héréditaire, sont principalement associés a des
troubles lymphoprolifératif ou auto-immuns. Des anticorps anti-ClInh ont été
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détectés dans environ 40% de ces patients. Dans les rares cas ou les échantillons ont
été testés, le controle de la phase de contact par C1lInh a été trouvé diminué dans les
échantillons de plasma de patients AOA associés avec des anti-ClInh. La question est
de savoir si les polysaccharides pourraient étre une cible pour les auto-anticorps anti-
ClInh plasmatique. La liaison de ClInh sur les auto-anticorps plasmatique, de types
IgG, IgA ou IgM, a été testée par ELISA. Pour réaliser ce test, une plaque de 96 puits
est préalablement saturée avec nClinh ou dClInh, puis est incubée en présence de
plasma de différents patients AOA (n=9). La présence et l'identification de ces auto-
anticorps plasmatiques ont préalablement été mises en évidence par le CHU de
Grenoble par la technique ELISA. Les auto-anticorps plasmatiques anti-C1Inh se fixent
sur C1lInh recouverts dans les puits et un anticorps secondaire anti- IgG, IgA ou IgM
humain couplé a la HRP est ajouté. L'absorbance de la plaque 96 puits est mesurée
pour détecter la quantité d'auto-anticorps fixés (figure 35).

PL P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9
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e C(ClInh
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Figure 35: Les polysaccharides comme cible des auto-anticorps anti-C1
Inhibiteur : Les différentes especes de nClinh et dClinh déglycosylées par les
enzymes neuraminidase, PNGase et O-glycosidase (C1) neuraminidase et PNGase
(C2) et neuraminidase et O-glycosidase (C3) testées sur la quantification des
auto-anticorps anti-C1lInh plasmatique de type IgG (n=3), IgA (n=3) ou IgM (n=3)
par ELISA.

Pour nCllnh, la fixation des auto-anticorps anti-ClInh est la plus importante. Un
maximum d’auto-anticorps anti-ClInh plasmatique (de type IgG, IgA ou IgM) se
fixent a nCllnh. Le taux de fixation a nClinh est considéré comme 100%. En
recouvrant les puits avec les différentes especes de dClinh, la fixation des auto-
anticorps anti-ClInh varie selon la déglycosylation. Pour la déglycosylation par la
neuraminidase et le PNGase (C2), la fixation des auto-anticorps anti-C1lInh est proche
de 100 %, quel que soit I'isotype des auto-anticorps plasmatiques. Seul les anticorps
du patient 2 (P2) montrent seulement une fixation de 50 % par rapport a nCllnh.
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Pour la déglycosylation par la neuraminidase, le PNGase et la O-glycosidase (C1) ainsi
gue par la neuraminidase et la O-glycosidase (C3), les profils sont assez semblables ;
la fixation des auto-anticorps anti-C1lInh de type IgG ou IgA sur dClInh est d’environ
25 % par rapport a nClInh. Les auto-anticorps anti-C1lInh de type IgM permettent
une fixation a dClinh d'environ 70 %. La liaison des anticorps a été fortement
diminuée suite a la digestion de ClInh par la neuraminidase, la PNGase et la
O- glycosidase, en particulier avec la O-glycosidase. Cette baisse est indépendante de
I'isotype des auto-anticorps.

L'impact des auto-anticorps sur le controle de la phase contact par C1lInh est analysé.
Les plasmas des patients testés ci-dessus ainsi qu'un plasma contréle de patient sain,
sont incubés avec différentes concentrations de Cllnh. La fonction de ClInh est

mesurée par activité amidase lors de l'activation de la phase contact /n wvitro
(figure 36).

100 @

\\%\
75 e
3 S
(2 @
>4 50 | \\;\
}g * Clinh ~T
T~
£ ® (linh + plasma (sans Ac) ~®
< B ClInh + plasma P1 (IgG)
ClInh + plasma P4 (IgA)
¢ ClInh + plasma P7 (IgM)
0 +— ‘ ‘ -
0 1 2 3 4

ClInh (pmol)

Figure 36: Fonction de Cl Inhibiteur en présence d‘auto-anticorps anti-C1
Inhibiteur : Impact d'auto-anticorps anti-C1lInh plasmatique (isotope de type IgG,
IgA ou IgM) sur la fonction de Cllnh vis-a-vis de la KK.

Quel que soit le type de plasma ajouté au milieu réactionnel, le contréle de la KK par
Cllnh est similaire. L'inhibition de la KK par 4 pmol de Cllnh, avec ou sans auto-
anticorps anti-ClInh, est de 70 %. La présence des auto-anticorps anti-ClInh de type
IgG, IgA ou IgM ne modifie pas la fonction de ClInh. Indépendamment de I'isotype
des immunoglobulines, la fonction de Cllnh n'a pas été affectée par la présence des
auto-anticorps.
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Ces résultats indiquent que les polysaccharides représentent une cible pour les auto-
anticorps qui ont été testés, mais les auto-anticorps n'affectent pas directement la
fonction de ClInh.

5. Conclusion

Ces études ont permis de mettre en évidence un réle de la glycosylation de
ClInh. Lorsque ClInh est déglycosylé par le PNGase (clivage des polysaccharides
N-liés), Clinh perd 50 % de sa fonction vis-a-vis de la KK mais reste fonctionnel vis-a-
vis de Cls. Lorsque ClInh est déglycosylé par la O-glycosidase (clivage des
polysaccharides O-liés), C1lInh perd la totalité de sa fonction vis-a-vis de la KK et
seulement 40 % vis-a-vis de Cls. Ces résultats démontrent un role essentiel des
polysaccharides O-liés et un réle partiel des polysaccharides A-liés dans le controle
de la phase contact par Cllnh. Le rble des polysaccharides est variable selon la
protéine ciblée. Ces polysaccharides jouent également un réle dans la reconnaissance
antigénique de ClInh. Ils représentent une cible pour les auto-anticorps anti-C1Inh.
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III. Mutations du gene SERPINGI et identification des polymeres de C1 Inhibiteur

Les AOH-dClInh sont des maladies génétiques induites par des mutations
affectant le géne SERPINGI. Ces mutations sont caractéristiques de I'AO du type I
(défaut quantitatif de ClInh), du type I (défaut qualitatif de ClInh) et du type
intermédiaire I/II (expression partielle de I'alléle anormal de ClInh). Ces mutations ont
pour conséquence une diminution du contrble de la phase contact qui induit une
augmentation de la libération de BK. Apres synthese, ClInh présente une
conformation métastable a haute énergie, qui est caractérisée par une boucle de
centre réactif (RCL) saillante au domaine de la Serpine. La séquence d'acides aminés
de la RCL sert de région d'amorce pour certaines protéases. Quand une protéase
reconnait et clive la liaison P1-P1" de la RCL, le domaine RCL s'insere comme un
feuillet béta supplémentaire de ClInh avec la protéase. Apres clivage, ClInh obtient
une conformation stable a faible énergie; la protéase est inhibée d'une facon
irreversible (Davis et al., 2010).

Les formes latentes, non fonctionnelles de C1lInh sont caractérisées par un repliement
de la RCL en feuillet- et sont incapables d'inhiber leurs protéases cibles. Ces formes
mal repliées ont la capacité de former des agrégats entre plusieurs molécules de
ClInh. Ces agrégats sont appelés des polymeres de Clinh (pClInh) et regroupent
différentes formes de Cllnh. La présence des polymeres dans le plasma des patients
AOH-dC1Inh a été démontrée par I'équipe de Madsen en 2014. Cette démonstration
est restreinte sur 6 individus porteurs des 3 mutations : plle271Thr,
p.Ser258_Pro260del et p.Thrl67Asn (figure 27) (Madsen et al., 2014). Il a été montré
par I'équipe de Madsen en 2015 que ces pClinh transferent la propriété de Clinh de
controle en activateur de de la phase contact (Madsen et al, 2015). Vu lI'importance
de ce phénomeéne, une étude est réalisée pour élargir la recherche de ces pClinh
chez les patients AOH-dC1Inh.
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B)

Figure 37 : Localisation structurelle des mutations du géne SERPINGI : (A) Modéle
de ClInh fonctionnel et (B) Model de C1lInh non fonctionnel. Le RCL (rouge) et la
liaison  P1-P1' (Arg444-Thr445). Emplacements des trois mutations : Ile271Thr
(magenta), Ser258_Pro260del (bleu) et Thr167Asn (vert).

1. Détection des polymeres de ClInh plasmatique

L'identification des différentes formes pClinh présentes dans le plasma de
patients AOH-dC1lInh est mise en évidence par un Immuno Blot anti-ClInh. Des
patients porteurs de différentes mutations du gene SERPINGI sont investigués afin
de déterminer si la présence de pClinh plasmatique peut étre liée a une mutation.
Pour comparer au mieux ClInh présent dans les différents plasmas, la concentration
de Cllnh est calculée pour chaque patient et permet de déposer 50 ng de ClInh par
puits. Le plasma de différents sujets sains (S1 et S2) et de différents patients atteint
d’AOH-dC1Inh (C1 et C2) sont comparés a un controle de Cllnh purifié (nC1) et un
contréle de polymeres (pC1) (figure 38).
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Figure 38 : Détection de polymeres de C1 Inhibiteur plasmatique par Immuno
Blot: (A) Immuno Blot dénaturant et (B) Immuno Blot natif. Comparaison de
plasmas de sujets sains (S1 et S2) et de patients AOH-dC1Inh (C1 et C2) avec un
contréle de Cllnh natif (nC1) et un contréle de polymere (pC1l).

L'analyse de Cllnh par Immuno Blot dénaturant, démontre une unique bande de
105 kDa pour nClInh et pour les pClinh. Quel que soit le plasma déposé (S ou C),
une bande de 105 kDa, correspondant a nC1lInh est observée ainsi qu'une bande de
cClInh a 95 kDa. La bande de 95 kDa est issue du clivage de ClInh apres fixation sur
sa protéase. Aucune bande de pCllnh n'est observée pour les sujets sains ou pour les
patients. Les pClInh sont formés de plusieurs molécules de ClInh liées entre elles par
des liaisons faibles. En présence de SDS, les liaisons faibles reliant les différentes
molécules de C1lInh sont rompues et les pClInh ne sont plus observable par Immuno
Blot dénaturant. Pour pouvoir observer les pClinh plasmatiques, un Immuno Blot en
conditions natives est mis au point.

Sur ITmmuno Blot natif présenté en figure 38 B, les contréles de ClInh purifiés
apparaissent sous forme d'une unique bande de faible poids moléculaire (105 kDa)
pour nClinh. Pour la piste pClinh, 3 bandes différentes sont présentes et
correspondent aux polymeres entre deux (2X), trois (3X) ou quatre (4X) molécules de
ClInh. En déposant une quantité de plasma contenant 50 ng de ClInh, différentes
bandes sont observées selon le type de plasma. Pour les plasmas de sujets sains (S),
une bande unique est observée au méme poids moléculaire que le controle nClInh.
Ces deux sujets sains possedent uniquement la protéine ClInh sous forme native.
Pour les deux patients (C1 et C2), dont la présence de polymeéres a été démontrée par
I'équipe de Madsen, différents polymeéres sont identifiés sur le gel. Ces patients
possedent les mutations : p.lle271Thr (C1) et p.Ser258_Pro260del (C2). Deux bandes
correspondant a 3X et 4X sont identifiées. Une bande de nCllnh est également
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observée, mais son intensité est largement inférieure a celle présente chez les sujets

sains. Ces observations sont en accord avec celles de Madsen publiées en 2014.

par Immuno Blot natif (figure 39) (tableau X).

—
—

2X —»

nClinh —»

X —>
3X —>»
2X —»

nClinh —»

2. Examen de différentes mutations du géne SFRPING1

Pour déterminer si la présence de pClinh est spécifique a certaines mutations
du gene SERPINGI ou d'un type d’AOH-dClInh, différents patients AOH-dClInh
(n=38) dont les mutations ont été caractérisées par le CHU de Grenoble sont analysés

nClpCl S1 S2 P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10
50 500 50ng

nCl pCl S1 P11 P12 P13 P14 P15 P16 P17 P18 P19 P20 P21
50 500 50ng

M I AL

nCl pCl S1S2 P22 P23 P24 P25 P26 P27 P28 P29 P30 P31

50 500 50ng
' L -—
- -
-
e melBlysvar :-

nCl pCl S1S2 P32 P33 P34 P35 P36
50 500 50ng

Figure 39 : Détection des polymeéres de C1 Inhibiteur chez les patients porteurs
de mutations du gene SERPINGI . Comparaison de plasmas de sujets sains (S1 et
S2) et de patients AOH-dClInh (P1 a P36) possédant différentes mutations

affectant le gene SERPINGI.
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Tableau X : Présence des polymeres de C1 Inhibiteur chez les patients porteurs de
mutations du géne SERPINGI: Détection par Immuno Blot natif de pClinh
plasmatique en fonction de différentes mutations affectant le gene SERPING1I.

. . ClInh pClinh  pCllnh  pClinh
n° | Type Mutation Position

(ug/mL) (2X) (3X) (4X)
P14 |1 c.51+3A>G Intron2 | 117 - Oui -
C2 I Ser258 Pro260del | - - - Oui Oui
P1 I Leul07Arg Exon 3 81 - Oui Oui
P2 I Alal34Pro Exon 3 77 - Oui Oui
P4 I Leul31Pro Exon 3 41 Oui Oui -
P19 | I/II Alal53Pro Exon 3 124 - Oui -
P33 | I/II Thr167Asn Exon 4 74 - Oui -
P23 | I/II Leul75Pro Exon 4 143 - Oui -
P28 | I/II Leul75Pro Exon 4 144 - Oui -
P13 |I Leul75Val Exon 4 112 - Oui -
P5 I Ser200Pro Exon 4 92 - Oui -
P12 (I GIn201Pro Exon 4 289 - - -
P36 | I/II His204Asp Exon 4 97 Oui Oui -
P25 | I/I Asn250del Exon 5 70 - Oui -
P30 |I/I Asn250del Exon 5 73 - Oui -
P35 | I/II Ser258Pro Exon 5 84 - Oui -
P7 I GIn316Stop Exon 5 66 - Oui Oui
P10 |I Arg219Pro Exon 5 73 - Oui Oui
Cc1 I [le271Thr Exon 6 - - Oui Oui
P18 | I/II Phe291Ser Exon 6 39 - Oui Oui
P24 | I/I Phe291Ser Exon 6 58 - Oui -
P22 | I/I Ser296Pro Exon 6 116 - Oui -
P26 | I/II Val300Glu Exon 6 31 - Oui -
P31 |I/II Met303del Exon 6 110 - Oui -
P32 | I/I Met303Val Exon 6 97 Oui Oui -
P21 |I/I His312Asp Exon 6 66 Oui Oui -
P9 I/ Pro377Ser Exon 7 75 Oui Oui -
P34 |1 Pro377Ala Exon 7 80 - Oui -
P29 | I/I Met387Thr Exon 7 145 - Oui -
P11 |I Del exon 8 Exon 8 32 - Oui Oui
P3 I Thr423Arg Exon 8 149 - Oui -
P27 | /I Leu425Pro Exon 8 108 - Oui -
P8 I Pro454Leu Exon 8 41 - Oui -
P15 |(II Arg444Cys Exon 8 785 - - -
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P16 |II Arg444His Exon 8 402 = - -
P17 | I Arg444Gly Exon 8 483 = = -
P20 |1 Arg472stop Exon 8 45 - Oui -
P6 I Arg472Leu Exon 8 42 - Oui -

Chez les sujets sains, la concentration de ClInh plasmatique varie entre 210 et
345 pg/mL. La concentration de ClInh plasmatique est mesurée chez I'ensemble des
patients. Les patients de type I ou I/Il ont une concentration de ClInh inférieure au
seuil des valeurs normales (210 ug/mL). Les mutations de types I affectent la quantité
de Cllnh synthétisé. Pour les quatre patients de type II, la concentration de ClInh est
normale ou supérieure aux valeurs normales, mais un déficit fonctionnel de ClInh a
été mis en évidence. Les mutations de type II affectent uniquement la fonction de
Cllnh.

Ces résultats montrent que la formation de polymeres est un phénomene assez
répandu notamment chez les patients de type I ou de type intermédiaire I/II. Parmi
les 38 patients analysés par Immuno Blot, la plupart d'entre eux possedent des
polymeres contenant trois (3X) molécules de Cllnh. La présence de ces pCllnh n'est
pas spécifique de la mutation du gene SERPINGI, ni de sa position au niveau des
différents exons et introns. La présence de pCllnh contenant deux (2X) ou quatre (4X)
molécules de ClInh est un phénomene beaucoup plus rare que les pClinh 3X,
puisqu’ils sont présents chez seulement 20 % des patients analysés. Chez les patients
de type II, aucun pClinh n'a été mis en évidence et ClInh est présent uniquement
sous la forme nClInh.

3. Conclusion

La présence de pClInh plasmatique a été démontrée chez un grand nombre
de patients. Sur les 38 patients AOH-dC1Inh analysés (16 type I, 4 type II et 18 type
I/I), 'ensemble des patients de type I et I/Il possedent des pCllnh (2X, 3X et/ou 4X).
Aucun lien n'a pu étre établi entre la position des différentes mutations et la présence
de pClinh. Chez les sujets possédant des pCllnh, une suractivation de la phase
contact est constatée avec une augmentation de l'activité kininogénase (FXIla et KK).
La phase contact n'est plus contrélée par Clinh et elle est suractivée par une auto-
activation du FXIL La faible quantité de C1lInh fonctionnel synthétisé est piégée sous
forme de polymeres, ce qui les rend inactifs ; le FXIla et la KK ne sont plus contrélés.
L'activation de la phase contact est également augmentée par l'activation du FXII en
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FXIla wvia les pCllnh, ce qui entraine une augmentation de |'activation de la KK. La
polymérisation de ClInh transforme cette molécule de contréle en un activateur de la
phase contact (Madsen et al., 2015).
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DISCUSSION

Partie 1 : L'activation de la phase contact

La phase contact est une cascade enzymatique complexe. Initiée par
I'activation du proenzyme FXII en FXIla, elle devient capable de cliver la pKK et ainsi
I'activer en KK. La KK peut a son tour activer le FXII, formant ainsi une boucle
d'amplification. Une fois activée, la KK est capable de cliver le HK et de provoquer la
libération de BK. La BK est un peptide vaso-actif impliqué dans la protection
cardiovasculaire, l'inflammation, la perméabilité vasculaire et la douleur
(Ito et al,, 1991). Ce peptide peut étre clivé pour former un second peptide vaso-actif,
la desArg®-BK. La BK et la desArg’-BK sont des kinines dont les effets
pharmacologiques et physiopathologiques sont médiés par deux récepteurs
membranaires ; le R2B et le R1B exprimés a la surface des cellules endothéliales. La
surproduction ou l|'accumulation des kinines provoque une vasodilatation des
vaisseaux sanguins et une augmentation de la perméabilité trans-endothéliale lors de
leur fixation sur les récepteurs. Ce phénomene est associé a la pathologie de I'AQO,
caractérisé par l'apparition d'cedemes sous cutanés ou sous muqueux (Lane et al,
2012).

I. Espéces moléculaires du kininogéne de haut poids moléculaire et
production de bradykinine

L'’AO-nC1Inh peut étre d'origine héréditaire, dépendant de mutations du géne
FI12 et associé a une augmentation de [lactivité du FXla (Cichon et al,
2006) (Charignon et al., 2014). Ce phénomene entraine I'amplification de |'activation
de la phase contact qui se traduit par I'augmentation de la libération de BK. Du fait
de la courte demi-vie de la BK et de son métabolite actif, la desArg’-BK (27 + 10 et
643 + 436 secondes, respectivement pour la BK et la desArg®-BK), les kinines sont
difficiles a doser dans le plasma (Cyr et al., 2001). La quantification du HKn et du HKc
est un parametre idéal puisque la demi-vie du HK est relativement longue
(2 a 3 jours) et que sa cinétique de clivage est un phénomeéne assez rapide qui traduit
directement la libération de BK (Scott et al, 1984) (Schaller et al, 2008). La
reconstitution du HK via sa production par le foie est un phénomene lent; ce
parametre renforce cette étude avec une analyse robuste de production de kinines /in
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vivo au cours des crises d’AO. Bien que plusieurs études ont déja démontrées le
clivage du HK chez les patients atteints d'AO, cette étude est la premiere a quantifier
ce phénomene, tout en utilisant le HKn et le HKc pour établir un diagnostic (Defendi
et al., 2013) (Suffritti et al., 2014) (Sala-Cunill et al., 2015).

L'analyse du HKn et du HKc par Western Blot, montre une variation importante en
fonction du sexe des individus et de leur état (sains ou patients AO-nC1Inh). Chez les
sujets sains, la quantité de HKn varie entre les sujets masculins (129 ng/uL) et les
sujets féminins (132 ng/uL). Ces valeurs sont légerement supérieures aux valeurs de
référence connues pour la concentration plasmatique de HK (de 70 a 90 ug/mL)
(Adam et al, 1985; Kaplan and Ghebrehiwet, 2010) (Uchida and Katori, 1979)
(Hilgenfeldt et al, 1998). Cette différence peut s'expliquer par [l'utilisation de
difféerentes méthodes de dosage; le Western Blot est une technique semi-
quantitative qui ne permet pas de déterminer avec précision la quantité de HKn
plasmatique. Le pourcentage de HKc est quasiment nul chez les sujets sains (1 et 6 %,
respectivement pour les sujets masculins et les sujets féminins). Ce faible
pourcentage de HKc indique qu'a I'état physiologique, une quantité faible de kinines
est libérée. Une différence significative est établie entre les sujets sains masculins et
féminins sur la quantité de HKn et sur le pourcentage de HKc. Cette différence n'a pas
été mise en évidence dans les travaux précédents (Adam et al, 1985). Ces variations
peuvent s'expliquer par le taux d'cestrogene chez les sujets féminins (Giard et al,
2012a) (Gompel, 2015). De ces deux parametres, le pourcentage de HKc, peu sensible
aux conditions expérimentales, est un élément clé pour le diagnostic des patients
AO-nClInh.

La comparaison des patients AO-nClInh avec mutations du gene F12 et des sujets
sains montre une variation importante de la quantité de HKn et du pourcentage de
HKc entre ces deux groupes. Pour les sujets masculins et féminins, la quantité de HKn
est largement inférieure chez les patients AO-nClInh par rapport aux sujets sains ;
cette diminution est directement liée a 'augmentation du pourcentage de HKc. Cette
augmentation du pourcentage de HKc indique une augmentation de la KK due a
I'activation de la phase contact. Le clivage de HK refléte une forte libération de BK, a
I'origine de I'état pathologique de ces patients. Pour ces patients AO-nCllnh,
I"augmentation de I'activité du FXIla favorise la conversion du zymogene pKK en KK et
provoque le clivage du HK en BK. Ce phénomene, observé par Immuno Blot, conforte
I'effet de la mutation du FI2 sur I'activation de la phase contact (Cichon et al., 2006)
(Charignon et al., 2014).
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Différents parameétres statistiques ont été étudiés pour évaluer la performance de ces
tests, pour le diagnostic des patients AO-nCllnh. Les courbes ROC ont servi a
identifier les seuils de référence pour séparer les sujets sains des patients
AO-nClInh. La limite inférieure pour le dosage de HKn est établie a 72.0 ng/pL pour
les sujets masculins et a 38.0 ng/uL pour les sujets féminins. Concernant le
pourcentage de HKc, la limite supérieure est définie a 14.4 et 33.0 % (respectivement
pour les sujets masculins et les sujets féminins). Ces seuils de référence sont calculés
de maniére a obtenir le meilleur rapport sensibilité/spécificité. Par la quantification de
HKn, le test permet de diagnostiquer 54.8 et 61.0 % des patients et d'exclure 98.0 et
98.7 % des sujets sains (respectivement pour les sujets masculins et les sujets
féminins). Par le pourcentage de HKc, le test permet de diagnostiquer 54.8 et 48.8 %
des patients et d'exclure 98.0 et 98.7 % des sujets sains (respectivement pour les
sujets masculins et les sujets féminins). Ainsi la majorité des sujets sains sont exclus ;
plus de 98 % de sujets sains répondent négativement au test de diagnostic. En vue du
diagnostic des patients, ces valeurs sont légerement inférieures a celles des sujets
sains, ce test permet de diagnostiquer environ 50 % des patients masculins et 60 %
des sujets féminins. Toutefois, en combinant ces deux dosages, le diagnostic des
patients peut étre réalisé de maniere plus efficace.

Cette étude sur le HK peut compléter I'examen de ClInh et la mesure de I'activité
kininoformatrice pour le diagnostic des patients atteints d’AO. Ces différents tests
analytiques sont appropriés aux diagnostics difficiles, lors de I'analyse de patients
ayant un phénotype clinique rare (par exemple nC1Inh-AO) ou ambigu (participation
de la composante des mastocytes). Un avantage principal de ce test réside dans sa
grande spécificité, plutét que de la sensibilité, ce qui pousse a proposer cette
méthode comme un critere positif de I'AO (Hui and Walter, 1980). Ce test permet
également de connaitre la cinétique de HKn et de HKc circulant dans le plasma. Cela
pourrait donner une image de l'activation de la phase contact et de la restauration du
HK aidant ainsi au choix thérapeutique.

L'application de ce test a certains cas cliniques fait observer une variation du HK
pendant les crises. L'analyse d'échantillons prélevés chez deux patients pendant une
crise d’AO, montre que la totalité du HK est sous la forme de HKc. Ces patients
possedent des valeurs de HKn et de HKc dépassant les seuils de référence fixés
précédemment ce qui confirme I'activation de la phase contact et la production de
kinines. Dans cette circonstance, la totalité du HK a été clivée par la KK ce qui a
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entrainé une libération de BK. La BK est convertie en desArg’-BK, ces kinines se fixent
sur leur R2B et R1B ce qui active les voies pro-inflammatoires et déclenche une crise
d'AO. En réalisant un deuxieme prélevement sanguin un mois aprés la crise, une
variation de la quantité de HKn et du pourcentage de HKc est constatée. Pour ces
patients, la quantité de HKn a été restaurée, objectivée par une diminution du
pourcentage de HKc. Un mois aprés la crise, ces patients retrouvent des valeurs
normales pour la quantité de HKn. Le pourcentage de HKc est relativement faible ce
qui limite la libération de la BK et explique que ces patients ne se trouvent pas a
nouveau en situation de crise.

L'influence de la prise d'un traitement OP a été comparée entre différents sujets sains
féminins et patientes AO-nClInh. Pour les sujets sains, la prise de traitement OP
n'affecte pas la production et le clivage de HK. Chez les patientes AO-nC1lInh sous
prise de traitement OP, la quantité de HKn est de 51 ng/pL et le pourcentage de HKc
est de 40 %. Ces valeurs, basses pour le HKn et élevées pour le HKc dépassent les
seuils de référence mis au point précédemment, ce qui montre l'activation de la
phase contact chez ces patientes. Lorsque ces mémes patientes arrétent la prise de
traitement OP, une variation importante de ces parametres est mesurée. Le sevrage
du traitement OP permet d'augmenter la quantité de HKn chez tous les sujets, ainsi
que de diminuer le pourcentage de HKc. Chez ces patientes, I'arrét d'un traitement
OP restaure les valeurs de HKn et de HKc pres des valeurs normales, ce qui traduit
une baisse de la libération de la BK. La prise de traitement OP a un réel effet négatif
sur |'état de santé des patientes. En cas de symptomes d'AO, l'arrét de ce traitement
OP pourrait améliorer I'état de la patiente.

En conclusion, la quantification du HKn et du HKc par Immuno Blot permet de
déterminer la production de kinines pour les patients atteints d’AO-nCllnh. Ces
travaux serviront dans les cas d’AO ou la participation kinines doit étre étudiée et
peuvent étre appliqués dans les circonstances d"activation de la phase contact
suspectée. Par exemple, les cas de transfusion avec apparition de syndrome de
détresse respiratoire aigu (TRALI) et d'autres réactions conséquentes a l'application
de produits sanguins. Des essais supplémentaires sont nécessaires pour déterminer si
le HKc peut étre utilisé comme marqueur de traitement préventif de I'AQ.

L'ensemble de ces résultats est soumis dans le journal PLOS ONE.
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Partie 2 : Le contréle de la phase contact par C1 Inhibiteur

La phase contact est une cascade enzymatique complexe dont le contrdle est
assuré par plusieurs protéines, telles que I'ATIIL et I'a,-AP, contrélant le FXIla ainsi que
I'a2M et ClInh controlant le FXIla et la KK. C1Inh est la protéine dotée de la plus forte
affinité vis-a-vis du FXIla et de la KK; elle assure une contribution majeure du
contréle de la phase contact (Kaufman et al., 1991) (Ghannam et al., 2013). ClInh est
une Serpine qui circule aux concentrations d'environ 270 pg/mL et lors d'un déficit, la
phase contact non controlée, a pour conséquence l'apparition d'cedemes. Les
mutations du gene SERPINGI identifié pour étre causales de 'AOH-dC1lInh sont a
I'origine d'un déficit quantitatif (type I) ou fonctionnel (type 1) de Cllnh
(Kargarsharif et al., 2015). Il existe également des cas acquis de la pathologie qui sont
associés a une hyperconsommation de ClInh, le plus souvent due a une
lymphopathie. Ces cas peuvent egalement étre associés a la présence d'auto-
anticorps anti-C1lInh, bloquant son activité ou accélérant son catabolisme (Fain et al,
2015).

I. Reconstitution de la phase contact et dosage de C1 Inhibiteur fonctionnel

Le dosage de ClInh fonctionnel est un parametre essentiel pour identifier I'AO
et ainsi orienter le diagnostic (Cicardi et al., 2014). Pour améliorer le dosage de ClInh
fonctionnel des patients atteints d’AOH-dC1Inh, un nouveau test de diagnostic est
mis en place. Ce test utilise sa cible naturelle, la KK. Le dosage est basé sur la
reconstitution de la phase contact /n vitro, grace aux composants purifiés FXIla, pKK
et HK. ClInh plasmatique assure l'inhibition de la KK issue de l'activation de la pKK
par le FXIla. Cette inhibition est mesurée par le clivage d'un substrat chromogene
clivé par la KK. Cette technique permet de mesurer la fonction de Cllnh chez les
patients.

En dosant ClInh fonctionnel par activité amidase, une variation importante a été
constatée en fonction du sexe des individus et de leur état (sains ou pathologiques).
La quantité de Cllnh fonctionnel varie entre les sujets masculins (0.85 Ul/mL) et
féminins (0.74 UI/mL). Cette différence peut s'expliquer par le taux d'cestrogénes
présent chez les sujets féminins (Giard et al., 2012a) (Gompel, 2015). Ces valeurs sont
légerement inférieures a la valeur de 1UI tenue pour fonction médiane, associée a la
concentration plasmatique de 270 mg/L de Clinh (Thelwel et al, 2011). Pour ces
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concentrations, la fonction de Clinh plasmatique est suffisante pour controler la
phase contact afin de limiter la production de BK.

La comparaison des données de ClInh fonctionnel issues de ce test entre les sujets
sains et les patients AOH-dClInh, acquis ou avec mutation du géne SERPING],
montre sans ambigtité la capacité du test a discriminer les patients des sujets sains.
Pour les sujets masculins et féminins, la quantité de ClInh fonctionnel est inférieure
chez les patients comparativement aux sujets sains. Chez les patients AOH-dC1Inh,
les différentes mutations du gene SERPINGI entrainent un déficit du contrdle de la
phase contact. Le FXIla et la KK ne sont plus régulés ce qui provoque une
augmentation de la libération de BK.

L'évaluation de la performance du test par les courbes ROC a identifie les seuils de
référence permettant de séparer les sujets sains des patients AOH-dC1lInh. La limite
inférieure pour le dosage de ClInh fonctionnel est établie a 0.61 Ul/mL chez les sujets
masculins et a 0.42 Ul/mL chez les sujets féminins. Ces seuils de référence sont
calculés de maniere a obtenir le meilleur rapport sensibilité/spécificité. Ce test permet
de diagnostiquer 100 et 93 % des patients AOH-dC1Inh et d'exclure 100 et 99 % des
sujets sains (respectivement pour les sujets masculins et les sujets féminins).

En appliquant ce test, notamment a des patients dont les mutations du géne
SERPINGI ont été identifiées (mutations 1271T, R378C et L107R), des variations sur
ClInh fonctionnel sont relevées, mettant en évidence I'importance des positions des
mutations pour le contréle par Cllnh. L'ensemble des patients porteurs de la
mutation [271T ou R378C exprime une fonction de Cllnh inférieure au seuil de
référence pour les tests vis-a-vis de la KK et de Cls. Les patients porteurs de la
mutation R378C expriment une fonction de ClInh inférieure a 20 % pour la mesure
du contrdle vis-a-vis de la KK et supérieure a 50 % pour celui vis-a-vis de Cls. La
fonction de ClInh pour le patient porteur de la mutation L107R est normale, pour le
controle vis-a-vis de la KK mais inférieure au seuil de référence pour celui vis-a-vis de
Cls. La fonction de ClInh est interprétée différemment selon le test utilisé. Les tests
utilisant C1s comme cible sont incapables d'évaluer le controle de ClInh avec fiabilité
pour son contréle de la formation des kinines (Lopez-Lera et al.,, 2010). Ces résultats
confortent le bien-fondé de ce nouveau test pour le diagnostic des patients souffrant
d’AOH-dC1Inh.
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La fonction de Clinh a été considérée comme marqueur cestrogene-dépendant de
I’AO durant les crises avec, par exemple, un gain de fonction du FXII (Martin et al.,
2007) (Charignon et al., 2014). La prise d'un traitement OP est comparée entre deux
groupes, femmes saines et patientes AOH-dC1Inh. Pour le groupe femmes saines, la
prise de traitement OP n'affecte pas la fonction de ClInh. Pour les patientes sous
traitement OP, la fonction de ClInh est faible (0.25 Ul/mL). Ces valeurs s'écartent des
seuils de référence retenus (0.42 Ul/mL), ce qui confirme la susceptibilité a la maladie
chez ces patientes. Lorsque ces mémes patientes arrétent la prise de traitement OP,
une variation importante de ces parameétres est mesurée. L'arrét de I'application OP
s'associe a une forte augmentation de la fonction de Clinh avec une médiane de
0.91 Ul/mL. Le dosage de ClInh fonctionnel retrouve des valeurs supérieures au seuil
de référence. L'arrét d'un traitement OP ramene les valeurs de C1lInh fonctionnel dans
les valeurs normales, suggérant une meilleure régulation de la phase contact. La prise
de traitement OP a un effet péjoratif sur I'état de santé des patientes; en cas de
symptomes d'AO, I'arrét de traitement OP peut améliorer I'état de santé du patient.

En conclusion, le dosage de ClInh fonctionnel ciblé sur la KK détermine le niveau de
controle de la KK par ClIinh pour les patients atteints d’AO-nClInh. Ces travaux
s'appliqueront dans les cas d’AO avec hypothese de la participation des kinines. Des
essais supplémentaires sont en cours afin de commercialiser le kit de dosage
applicable au diagnostic des patients souffrant I'AO.

L'ensemble de ses résultats est publié dans un article paru dans le journal Allergy
(Ghannam et al., 2015).
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II. Déglycosylation de C1 Inhibiteur et impact sur sa fonction inhibitrice

ClInh est un inhibiteur de Sérine protéase ciblant plusieurs protéases a
Sérine de différentes cascades plasmatiques. Clinh est une glycoprotéine de
478 résidus d'acides aminés qui subit une modification post-traductionnelle
importante, avec l'ajout de 45 % de polysaccharides dont 6 A-glycosylations et
14 O-glycosylations (Koles et al,, 2004) (Beinrohr et al, 2007). Cllnh est I'une des
protéines du plasma la plus fortement glycosylé. La plupart des polysaccharides de
Clinh sont situés sur le domaine non-Serpine, A-terminal (résidus 1-120) et
seulement 3 A-glycosylations sont attachées au domaine Serpine : Asn®*®, Asn?! et
Asn**°. La fonction précise de ces groupements glucidiques, sur l'interaction de C1lInh
avec ses protéases cibles, n'a pas encore été étudiée. Grace a différentes
combinaisons d’enzymes (neuraminidase, PNGase et O-glycosidase), les résidus de
polysaccharides (N-liés et O-liés) de Cllnh sont éliminés, ainsi leur réle dans la
fonction de ClInh peut étre décrypte.

La fonction de ClInh est étudiée pour son contréle vis-a-vis de deux protéases : la KK,
protéine principale de la phase contact et cible dans le dosage de ClInh fonctionnel
(Ghannam et al., 2015) et Cls, protéase du complément qui permet le dosage de la
fonction de ClInh pour la plupart des tests de diagnostic disponibles actuellement
(Drouet et al,, 1988). L'étude de la fonction de Cllnh vis-a-vis de la KK démontre, par
activité amidase, que lors du clivage des polysaccharides O-liés, la fonction de Cllnh
est abolie. Le clivage des polysaccharides A-liés entraine une perte partielle de la
fonction de ClInh. Des résultats similaires sont obtenus par Western Blot, avec la
diminution de la formation de complexes entre ClInh et la KK. Ces résultats sont en
accord avec une précédente étude réalisée par I'équipe de Patston, ou Cllnh perd le
controle de la KK lorsque son extrémité A-terminale est tronquée
(Ravindran et al., 2004). L'étude de la fonction de ClInh vis-a-vis de Cls démontre,
par activité estérase et par Western Blot, que lors du clivage des polysaccharides O-
liés, une perte partielle de la fonction de Cllnh est constatée. Le clivage des
polysaccharides A-liés n'a pas d'impact sur la fonction de Cllnh. Ces résultats
suggerent que Clinh déglycosylé conserve sa fonction inhibitrice vis-a-vis de Cls,
comme rapporté dans les études précédentes (Reboul et al.,, 1987) (Liu et al., 2004).

Les polysaccharides M- ou O-liés a Cllnh n'ont pas les mémes effets selon la protéine
ciblée. Les polysaccharides A-liés n'ont aucun effet sur la capacité de Clinh au
contréle de Cls, mais ils affectent celle du contréle de KK a 50 %. Les polysaccharides
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O-liés ont un réle plus important que celui des polysaccharides A-liés puisqu'ils
affectent le controle de Cls a 50 % et abolissent totalement la fonction inhibitrice vis-
a-vis de la KK. Le clivage de ces polysaccharides, majoritairement répartie sur le
domaine N-terminal de Cllnh permet de moduler la fonction de ClInh. Ces résultats
peuvent argumenter certains déficits fonctionnels de ClInh. Des études antérieures
ont montré que les modifications post-traductionnelles des Serpines, a savoir la
glycosylation, affecte leur spécificité. Ces résultats confirment les conclusions émises
par I'équipe de Sun en 2008, sur I'impact des glycosylations sur l'interaction Serpine /
protéase (Sun et al, 2008). L'interaction de ClInh avec la protéase Cls n'est affectée
gue partiellement par le clivage des polysaccharides, contrairement a son interaction
avec la KK; cet effet pourrait étre spécifique de la protéase ciblée. Les
polysaccharides O-liés sont présents a la surface du domaine non-Serpine,
N-terminal. Etant donné que le clivage des polysaccharides O-liés modifie
I'interaction de ClInh vis-a-vis de la KK, une hypothese peut étre émise sur la
contribution du domaine non-Serpine sur sa fonction (Minta, 1981).

Certains cas d’AOA sont associés a un syndrome lymphoprolifératif ou a un désordre
auto-immun. Des anticorps anti-C1lInh sériques ont été détectés dans environ 40 %
des cas chez ces patients. Ces patients possedent une altération de la concentration
et de la fonction de Cllnh, le gene SERPINGI n'étant pas causal pour la pathologie.
Le dosage de ClInh fonctionnel a montré une baisse de la fonction de ClInh vis-a-vis
de la KK pour ces patients. Afin de savoir si les polysaccharides présents a la surface
de Cllnh sont une cible pour les auto-anticorps anti-ClInh sériques, différents
sérums de patients AOA sont analysés par ELISA. Lorsque les polysaccharides O-liés
sont clivés, la liaison de I'anticorps sur Cllnh est légerement diminuée pour l'isotype
IgM et fortement diminuée pour les isotypes IgG et IgA. En clivant les polysaccharides
N-liés, la plupart des auto-anticorps anti-C1lInh sont capables de se lier a C1lInh. Quel
que soit l'isotype des auto-anticorps présents, la fonction de Cllnh n'a pas été
affectée directement par les auto-anticorps anti-ClIinh. L'hypothése peut étre émise
que le clivage des polysaccharides O-liés peut altérer la conformation de ClInh, avec
une modification partielle de I'interaction avec les protéases de la phase de contact.
Cette altération est potentiellement liée a un blocage du site de liaison de ClInh. Les
polysaccharides O-liés jouent un rdéle dans le maintien des structures secondaires,
tertiaires et quaternaires des protéines (Carraway and Hull, 1991) (Gowda and
Davidson, 1994). La conformation pourrait étre modifiée suivant la déglycosylation de
Cllnh et diminuer son interaction avec les auto-anticorps. Par ailleurs, I'interaction
des auto-anticorps avec les polysaccharides pourrait affecter ['efficacité d'un

Pauline SELLIER — Dipléme EPHE Page 92




Discussion [||La phase contact : Son activation et son contréle par C1 Inhibiteur

traitement par ClInh concentré. Certains anticorps anti-Clinh de type IgM ont été
observés dans le sérum de patients AOH lors de I'administration de ClInh concentré
(Varga et al,, 2007). Ces anticorps, indépendamment de leur isotype, pourraient étre
des immunoglobulines polyspécifiques dirigées contre des glycoprotéines
membranaires communes des protéines cibles.

En conclusion, cette étude a démontré que la glycosylation de Clinh affecte sa
fonction sur la cible de la phase de contact, la KK, mais pas sur Cls, apres
déglycosylation des polysaccharides O-liés. Ceci suggére que le domaine A-terminal
est impliqué dans la fonction de ClInh dans le controle de la phase contact. Cette
étude a démontré aussi que le motif polysaccharide peut étre une cible des auto-
anticorps anti-ClInh et que ces auto-anticorps n'affectent pas la fonction Cllnh.
L'importance des polysaccharides O-liés pour la fonction de ClInh devrait étre
approfondie en utilisant des formes tronquées et mutées sur les sites de glycosylation
de ClInh pour mieux investiguer le rOle de polysaccharides dans le controle de la KK.

L'ensemble de ces résultats a été publié dans le journal Molecular Immunology
(Ghannam et al., 2016).
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III. Mutations du gene SERPINGI et identification des polymeres de C1 Inhibiteur

Certaines mutations du géne SERPINGI entrainent la synthése de formes de
ClInh ou est observé un repliement de la boucle réactive pour constituer un feuillet-3
supplémentaire. Ces formes mal repliées de C1lInh ne sont plus capables de s'associer
aux protéases cibles car la boucle réactive de la Serpine n'est plus accessible. Ces
formes moléculaires sont considérées comme non fonctionnelles et incapables de
contréler la phase contact. Les formes mal repliées de Clinh ont la capacité de
former des agrégats intermoléculaires, appelés pClinh (Madsen et al, 2014). Les
pClinh ont la particularité de pouvoir activer le FXII en FXIla (Madsen et al, 2015)
(Huang et al., 2016).

Par Immuno Blot natif, a été mise en évidence la présence de ces polymeres chez un
grand nombre de patients. La formation de polymeres est un phénomene
remarquable chez les patients identifiés pour les types I ou I/I. Parmi les patients
analysés, la plupart d’entre eux possedent des polymeres de trois (3X) molécules de
ClInh. La présence de ces polymeres de ClInh n’est pas spécifique de la mutation de
ClInh ni de sa position au niveau des différents exons et introns du gene. La présence
de pClinh contenant deux (2X) ou quatre (4X) molécules de ClInh est un phénomene
beaucoup plus rare que les pClinh 3X, puisqu'ils sont présents chez seulement 20 %
des patients analysés. Chez les patients de type II, aucun pCllnh n'a été mis en
évidence par Immuno Blot. Ces patients sont caractérisés par un taux de ClInh
normal mais avec un déficit de la fonction de Cllnh. Ces résultats suggerent que les
formes non fonctionnelles sont incapables de se complexer afin de former des
polymeres. Les travaux de Madsen réalisés en 2014, ne montrent aucun pClInh pour
les mutations Thrl67Asn et Pro454Leu. Lorsque ces mutations sont étudiées par
Immuno Blot, des pClInh 3X sont révélés. Cette différence pourrait s'expliquer par la
différence des anticorps anti-ClInh. Cette étude reste a poursuive en comparant ces
résultats avec ceux obtenus en utilisant I'anticorps de Madsen.

La présence des pClinh chez les sujets AOH-C1lInh est associée a une activation de la
phase contact. D'une part, elle n'est plus controlée par Cllnh et d'autre part, elle est
suractivée car la protéine de contrdle devient activatrice. La faible quantité de Clinh
fonctionnelle synthétisée est piégée sous forme de polymeres, ce qui rend Cllhh
inactif ; le FXIla et la KK ne sont plus contrdlés. L'activation de la phase contact est
également augmentée par l'activation du FXII en FXIla via les pCllnh, ce qui entraine
une augmentation de I'activation de la KK. Ces deux phénomenes provoquent une
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augmentation de l'activation de la phase contact avec une importante production de
kinines. La polymérisation de ClInh transforme cette molécule de contréle en un
activateur de la phase contact (Madsen et al, 2015) (Huang et al., 2016). La recherche
des pClIinh reste a approfondir en étudiant différents patients avec la méme
mutation afin de déterminer si la présence de pClinh est liée a la mutation du gene
SERPINGI ou s'il s'agit d'un phénomene aléatoire. L'exploration des pClInh reste a
poursuivre afin de déterminer si les pClIinh de type 2X, 3X ou 4X ont les mémes effets
sur l'activation de la phase contact. Cette découverte peut participer a |'orientation
thérapeutique. L'ajout de ClInh concentré pourrait s'avérer inefficace s'il se retrouve
piégé dans les pClInh.
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ECOLE PRATIQUE DES HAUTES ETUDES
Sciences de la Vie et de la Terre

La phase contact :
Son activation et son contréle par C1 Inhibiteur

Pauline SELLIER
Soutenu le 04 juillet 2016

Résumé : Les kinines sont des peptides vaso-actifs impliqués dans le controle de
I'inflammation et la perméabilité vasculaire. L'accumulation des kinines entraine une
augmentation de la vasodilatation et provoque I'apparition d'cedemes appelés
Angicedeme (AO). L'AO est une pathologie rare qui se déclenche en cas de
déséquilibre entre une surproduction des kinines et/ou un défaut du catabolisme des
kinines. La libération de kinines peut étre investigué par la mesure du pourcentage de
kininogene clivé. Un test de diagnostic par Immuno Blot est mis au point et permet
de diagnostiquer plus de 70 % des patients avec un taux normal de C1 Inhibiteur
(ClInh). ClInh est un inhibiteur de protéases a sérine (Serpine), il est le controle
majeur de la phase contact. La plupart des patients souffrant d’AO possedent une
mutation au niveau du gene SERPINGI, géne codant pour la synthese de la protéine
ClInh. Les différentes mutations identifiées entrainent une diminution quantitative ou
qualitative de Cllnh et sont caractéristiques de I'AO avec déficit de Clinh
(AOH-dC1Inh). Un nouveau test de diagnostic est mis au point pour déterminer
I'activité fonctionnel de ClInh vis-a-vis de la phase contact. La performance de ce test
est excellente. C1Inh est une protéine fortement glycosylée qui contient plus de 40 %
de polysaccharides. La déglycosylation de C1lInh a démontré une perte de sa fonction
de contréle vis-a-vis de la KK. Pour terminer I'étude de ClInh, l'investigation de
polymeres de ClInh (pCllnh) a été mise en évidence chez un grand nombre de
patients AOH-dClInh. Ces pClinh transforment cette molécule de contréle en un
activateur de la phase contact.

Mots clés : Angicedéme, C1 Inhibiteur, Diagnostic biologique, Kinines, Phase contact.
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