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RESUME FRANCAIS ET MOTS CLES

En janvier 2008, une éclosion de réactions anaphylactoides (RA) potentiellement
mortelles associées a I’injection intraveineuse d’héparine manufacturées en Chine
et contaminée par le chondroitine sulfate hypersulfaté (CSHS) a forcé le rappel de
ces dernieres par la U.S. Food and Drug Administration. Ces RA ont rapidement
¢été attribuées a la libération de la bradykinine (BK) suite a I’activation du systéme
de contact par le CSHS. Cependant, aucune évidence expérimentale définitive

n’est a ce jour venue appuyer directement cette hypothese.

En se basant sur le nombre de morts déclaré et associ¢ a la contamination (>150
morts au niveau mondial) ainsi qu’aux données épidémiologiques, qui stipulent
que 25% des patients ayant développés une RA aux Etats-Unis étaient
essentiellement des insuffisant rénaux en dialyse traités au moyen d’un inhibiteur
de ’enzyme de conversion de I’angiotensine (iIECA), nous avons émis I’hypothese
suivante : les RA causées par I’injection intraveineuse d’héparine contaminée au

CSHS sont de nature multifactorielle et complexe.

Le but de notre travail est donc, dans un premier temps, d’évaluer le pouvoir
kininoformateur du CSHS en présence d’un iECA et de le comparer a celui du
sulfate de dextran, un activateur de référence du systéme de contact. Comme les
RA associées a I’injection intraveineuse d’héparine contaminée par le CSHS se
produisent généralement dans les premiéres minutes des séances de dialyse, nous
allons étudier ’effet de la dilution du plasma sur la quantit¢é de BK libérée en
présence ou en absence d’un iECA. Nous allons également mesurer les profils
cinétiques de la libération de la BK sur un plasma stimulé par différents lots
d’héparine contaminée, et associée a des RA, et nous comparerons cette cinétique
avec celles d’une héparine de référence complémentée ou non avec différentes
concentrations de CSHS synthétique. Enfin, nous allons caractériser le profil de
libération de la BK et de son métabolite actif, la des-Arg’-BK, dans le plasma de
patients dialysé ayant présenté une RA associée a une membrane de dialyse

chargée négativement.
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L’application de méthodes expérimentales développées dans notre laboratoire nous
a permis de montrer, pour la premicre fois, que I’héparine contaminée au CSHS a
la capacité de libérer la BK a des concentrations susceptibles d’expliquer le réle de
ce peptide inflammatoire dans la physiopathologie des RA causées par 1’injection

intraveineuse d’héparine d’origine chinoise contaminée au CSHS.

Mots Clés : héparine d’origine chinoise, chondroitine sulphate hypersulfaté,

bradykinine, des-Arg’-bradykinine et réaction anaphylactoide



RESUME ANGLAIS ET MOTS CLES

In January 2008, fatal anaphylactoid reaction (AR) has been associated to
oversulfated chondroitin sulphate (OSCS) contaminated heparin. Although
attributed to bradykinin (BK) released during contact system activation by OSCS,
no definitive evidence exists until now for a BK release during incubation of

contaminated heparin with human plasma.

While looking at the number of death associated with OSCS (>150 worldwide)
and at the epidemiologic fact, who state that 25% of the cases of AR associated to
OSCS in United-States were treated with an angiotensin converting enzyme
inhibitor (ACEi), we hypothesis that: AR associated with bolus injection of OSCS

contaminated heparin are bind to a complex and multi-factorial aspect.

The first objective of our study is to measure the kinetics of BK release in human
plasma incubated with OSCS in presence of an ACEi and to compare it to the
kinetics profile of the reference activator dextran sulfate. As the AR associated
with OSCS contaminated heparin occurred mainly in the first minutes of dialysis
session, we also studied the effect of the plasma dilution on the amount of BK
released when treated or not with an ACEi. We also quantify the BK forming
capacity of different batches of OSCS contaminated heparin responsible for AR
and we compare this effect with reference heparin spiked or not with increasing
concentrations of synthetic OSCS. Finally, we measure the kinetics of BK and des-
Arg’-BK, its active metabolite, release in human plasma collected from patients
who developed an AR associated to negatively charged dialysis membrane. The
application of experimental method developed in our laboratory show, for the first
time, that OSCS contaminated heparin incubated with human plasma has the
capacity to liberate BK at a concentration that could explain the role of this
inflammatory peptide in the pathophysiology of AR associated with OSCS

contaminated Chinese heparins.

Keywords: Chinese heparin, oversulfated chondroitin sulphate, bradykinin, des-

Arg’-bradykinin and anaphylactoid reaction
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USP : « United-States Pharmacopeia »
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INTRODUCTION

1. Coagulation et anticoagulant

1.1 La coagulation
Dans les conditions physiologiques, la coagulation est une réaction localisée qui a
pour but de colmater une bréche vasculaire par formation d’un caillot (Muller and
Renne, 2008). Dans un souci de clarté, on distingue deux grandes étapes dans la
formation du caillot: la formation du clou plaquettaire et la coagulation

proprement dite.

1.1.1  Le clou plaquettaire
La formation du clou plaquettaire est le résultat de ’hémostase primaire, celle-ci
étant centrée sur les thrombocytes ou plaquettes (Davi and Patrono, 2007, Varga-
Szabo et al., 2008). Elle comprend différentes étapes successives : I’adhésion des
plaquettes aux fibres de collageéne Iésées; cette étape implique la participation
d’une cytoadhésine, le facteur de Von Willebrand, et d’un récepteur cellulaire, la
glycoprotéine Ia (GP-Ia). La deuxiéme étape consiste en une activation cellulaire
caractérisée par la libération de substances agrégantes et vasoactives comme la
thromboxane A2, la sérotonine, I’épinéphrine et la thrombine (Jennings, 2009).
Vient enfin 1’agrégation plaquettaire médiée par la fibronectine et le fibrinogene et

qui implique la participation de récepteurs plaquettaires, les intégrines GP-Ila-IIIa.

1.1.2  Le caillot de fibrine
Le caillot de fibrine vient renforcer le clou plaquettaire instable. La fibrine est le
produit ultime de la coagulation proprement dite. Celle-ci consiste en une
activation en cascade de proenzymes en enzymes, faisant toutes parties de la
famille des protéases a sérine, selon le schéma réactionnel représenté a la figure 1
(Macfarlane, 1964, Davie and Ratnoff, 1964). En fait, le processus de coagulation
qui aboutit a la formation de fibrine se compose de trois voies métaboliques : la
voie intrinséque, la voie extrinséque et le tronc commun a ces deux voies. Comme

indiqué a cette méme figure 1, I’activation du systéme de contact du plasma est le



mécanisme déclenchant de la voie intrinséque (Cochrane and Griffin, 1982,

Colman and Schmaier, 1997).

1.1.3  La régulation de la coagulation
Différents mécanismes physiologiques assurent le contrdle de la formation et de

I’extension du caillot. Ce sont principalement les antiprotéases et la fibrinolyse.

Parmi les antiprotéases, citons le Cl-inhibiteur (C;INH) qui neutralise dans un
premier temps, ’activité sérine protéase du facteur XII activé (FXIla) et de la
kallicréine (Silverman et al., 2001), ainsi que, dans un deuxiéme temps,
I’antithrombine III (ATIII) qui inhibe principalement les Flla et Xa (Rosenberg
and Damus, 1973, Kurachi et al., 1976). D’autres antiprotéases jouent é¢galement
un role important dans la régulation de la coagulation dont le cofacteur de

I’héparine II (HCII) (Tollefsen et al., 1982).

Quant a elle, la fibrinolyse est un mécanisme physiologique assurant la lyse du

caillot de fibrine (Shetty et al., 2008).

1.2 Les anticoagulants
Différents médicaments sont utilisés pour prévenir la formation pathologique de

caillot. Ce sont :

- Les antiagrégants plaquettaires qui agissent principalement sur la formation

du clou plaquettaire (Kiefer and Becker, 2009).

- Les anticoagulants proprement dits parmi lesquels on distingue deux grands
groupes : les héparines et les antivitamines K (Wardrop and Keeling,
2008). Les héparines non fractionnées et de faible poids moléculaire
agissent directement au niveau du plasma en augmentant I activité
antiprotéasique de I’ATIII pour les FXa et/ou Flla. Les antivitamines K de
type coumarinique inhibent la syntheése hépatique de la forme active des

facteurs II, VII, IX et X.

- D’autres molécules comme les dérivés de 1’hirudine peuvent également étre

utilisés pour inhiber la thrombine (Greinacher and Warkentin, 2008).
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Figure 1. Cascades de la coagulation. Ou KHPM = kininogéne de haut poids

moléculaire, KK = kallicréine plasmatique et pKK = prékallicréine



2. Héparine et molécules apparentées
2.1 L’héparine
2.1.1  Origine

En 1916, Jay Mclean, un étudiant en deuxiéme année de médecine a I’Université
John Hopkins de Baltimore, isolait une fraction protéinique a partir du foie de
chien qui a la capacité d’inhiber la coagulation sanguine (McLean, 1916, McLean,
1959, Roden, 1989, Liu et al, 2009). Deux ans plus tard, cette fraction fut
nommée « héparine », du grec « hepar » qui signifie le foie (Howell and Holt,
1918, Wardrop and Keeling, 2008). Dans les années 1920, plusieurs compagnies
pharmaceutiques se sont attaquées a la production industrielle de 1’héparine a des
fins d’utilisation clinique, sans grand succes cependant, & cause du degré
d’impureté des préparations obtenues. En 1933, Charles Best, le futur prix Nobel
torontois, publie un protocole de purification efficace de 1’héparine a partir du
poumon de bceuf. L’héparine ainsi purifiée fut utilisée avec succes pour la
premicre fois en clinique humaine au cours d’une chirurgie réalisée par le Dr.
Gordon Murray en 1938 (Murray and Best, 1938, Linhardt, 2003). Pendant
plusieurs décennies, I’héparine fut isolée a partir de la muqueuse intestinale et du
poumon de porc et de beeuf. Cependant, I’apparition de I’encéphalopathie
spongiforme bovine (également appelé « maladie de la vache folle ») en 1986 a
amené les agences sanitaires a autoriser uniquement 1’utilisation de la muqueuse

intestinale porcine pour la production de I’héparine (Levieux and Levieux, 2001).

L’héparine endogeéne est une molécule qui fait partie de la famille des
protéoglycans. Les protéoglycans sont formés d’un corps protéique auquel sont
attachées des chaines de glycosaminglycans (GAG). Les GAG sont des complexes
structurels sulfatés et linéaires composés d’une alternance d’unité disaccharidique
comprenant un uronate (acide D-glucuronique (GlcA) ou acide L-iduronique
(IdoA)) et un hexosamine (glucosamine ou galactosamine) (Kimata et al., 1973).
La synthese des GAG ne suit pas un modele précis, il existe une hétérogénéité
dans la longueur des chaines et dans leur niveau de sulfatation. L’héparine est

présente de maniere constitutive dans les granules des mastocytes, un type



cellulaire retrouvé dans les tissus conjonctifs des organes exposés régulierement
aux microorganismes tels que : le foie, le poumon et I’intestin (Nader and Dietrich,

1989, Warda et al., 2003).

Le corps protéique de I’héparine endogeéne est synthétisé au niveau du réticulum
endoplasmique et est essentiellement composé de la répétition du dipeptide sérine-
glycine (Robinson et al., 1978). Lors de son transit dans le Golgi, la
polymérisation de la chaine polysaccharidique est initiée par 1’addition successive
d’un xylose, de deux galactoses et d’un GIcA sur les résidus sérines du corps
polypeptidique (Figure 2.). L’addition de ce tétrasaccharide est suivie par la
synthése d’un copolymere constitué¢ d’une répétition de GIcA et de N-acétyl-D-
glucosamine (GlcNAc) (Esko and Selleck, 2002). Différentes modifications sont
ensuite opérées sur cette molécule via ’action successive des N-déacétylase/N-
sulfotransférase, de la C-5 épimérase et des 2-, 6-, et 3-O-sulfotransférases. Le
GAG résultant de ces modifications, hautement sulfaté et riche en IdoA, est
1’héparine (Toida et al., 1997, Casu, 1985). A ce jour, la fonction physiologique de
I’héparine endogeéne n’est pas connue, par contre des évidences expérimentales
tentent & montrer que cette derniére ne serait pas impliquée dans le processus de la

coagulation (Enerbick, 1989, Linhardt, 2003).
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Figure 2. Biosynthése de I’héparine. (V) Xylose; (@) galactose; (¢) GlcA; ()
GlcNAc; (@) IdoA; (M) GIcN2S; (S) Sulfate (Figure adaptée de (Linhardt, 2003)).



L’héparine utilisée en clinique est préparée commercialement et est dépourvue de
corps protéique. Elle est employée par voie sous-cutanée, intraveineuse, en bolus
ou en perfusion. Encore aujourd’hui, c’est I’'un des anticoagulants les plus utilisés
lors de chirurgie cardiaque, au cours des séances d’hémodialyses et dans le
traitement des thromboses (Liu et al., 2009). Selon 1’Immuno Diffusion
Biotechnologies, la consommation annuelle mondiale de cet anticoagulant est
évaluée a plus de 500 millions de doses, ce qui correspond a 100 tonnes
d’héparine. Etant les plus grands producteurs de porcs au niveau planétaire (voir
Tableau 1.), la Chine produit plus de 50 % de I’héparine utilisée en clinique
(Chatellier, 2009). 11 faut savoir que la muqueuse intestinale d’un porc permet

I’obtention d’environ 300 mg de ce GAG.

Tableau 1. Les 10 plus grands producteurs de porcs au niveau mondial en

2007 (Tableau adapté de (Chatellier, 2009))

Chine 47,000
Union Européenne 22,040
Etats-Unis 9,960
Brésil 2,980
Russie 1,880
Canada 1,850
Japon 1,260
Mexique 1,200
Philippines 1,245

Corée du Sud 1,065




2.1.2  Définition
Deux types d’héparine sont utilisés en clinique humaine, 1’une non fractionnée dite

aussi de haut poids moléculaire, 1’autre fractionnée ou de bas poids moléculaire.

L’héparine non fractionnée est un mélange hétérogene de chaines disacharidiques
de différente longueur dont la masse moléculaire varie entre 5 et 40 kDa, ce qui
correspond a une masse moléculaire moyenne de 12 kDa. Les chaines sont
majoritairement composées d’unités disaccharides trisulfatées (environ 80 % de la
molécule), I’acide 2-0-sulfo-a-L-iduronique lié par une liaison [1—4] a la 6-0-
sulfo-N-sulfo-a-D-glucosamine (Linhardt ef al., 1988). Le pourcentage restant, soit
quelque 20 % de la molécule, est composé d’unités disaccharides ayant une
quantité variable de groupements sulfates (Figure 3.A) (Linhardt et al., 1990b,
Pervin et al., 1995). En raison de ses séquences variables, 1’héparine a un niveau
de sulfatation moyen correspondant a 2,5 résidus sulfates par unité disaccharide.
Cette sulfatation importante et la présence de groupes carboxyles conférent a
I’héparine une densité de charge de -3,7 par unité disaccharide. Les interactions
¢lectrostatiques des ponts hydrogeénes créés entre les groupements sulfates et
carboxyle de I’héparine et les acides aminés basiques des protéines sont

responsables de ses fonctions biologiques (Olson ef al., 1992, Jin et al., 1997).

Outre cette héparine de haut poids moléculaire, il existe des héparines de bas poids
moléculaire (HBPM). Plusieurs types d’HBPM sont commercialisés et ont une
masse moléculaire moyenne variant entre 4 et 7 kDa. Elles sont obtenues par
dépolymeérisation chimique (acide nitrique) ou enzymatique (héparinase) de
I’héparine non fractionnée (Fareed et al., 1998, Linhardt et al., 1990a). Les HBPM
ont des propriétés chimiques et physiques comparables a I’héparine non
fractionnée, mais différent par certaines de leurs caractéristiques structurelles et

biochimiques (Linhardt ef al., 1990a, Fareed et al., 1998).
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Figure 3. Structure de ’héparine : A. Séquence répétitive majoritaire composée
d’un disaccharide trisulfaté (80% de la molécule) attaché a une séquence ayant une
quantité variable de résidus sulfate (20 % de la molécule, X = SO;" ou H, Y = SO3°
, CoH30 ou H). B. Pentasaccharide représentant le site de liaison de I’héparine a
I’ATIII. Les groupements anioniques en gras sont essentiels a la liaison (si enlevé,
95% de perte d’affinité) et ceux en italique sont importants (25 a 50% de perte
d’affinité si enlevée). (Figure adapté de ((Linhardt, 2003)))

2.1.3  Propriétés
L’activité anticoagulante de 1’héparine est médiée par sa capacité a créer des
interactions ¢électrostatiques telles que des ponts hydrogénes avec les acides
aminés basiques de certaines protéines dont: I’ATIIL, la thrombine et 'HCII

(Capila and Linhardt, 2002, Casu, 1985, Munoz and Linhardt, 2004).

L’ATIII est considérée comme le principal acteur lors d’un traitement a 1’héparine.
Prés du tiers de la molécule d’héparine est composée d’un pentasaccharide de
structure unique formant un site de liaison hautement spécifique a I’ATIII (Figure
3.B) (Lindahl ef al., 1980, Roden, 1989). Les liaisons hydrogéne reliant I’héparine
a PATIII s’effectuent en deux étapes (figure 4.). L’Arg'?, la Lys'? et la Lys'"* de
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I’hélice alpha D de I’ATIII lient les saccharides A, B et C du pentasaccharide de
I’héparine provoquant un changement de conformation de I’ATIII (Petitou et al.,
1997, Desai et al., 1998). Ce changement conformationnel cause le rapprochement
de I’hélice alpha A de I’ATIII et permet de renforcer I’interaction héparine-ATIII
par la liaison des acides aminés Arg"’ et Arg*® avec les saccharides D et E du
pentasaccharide de I’héparine (Jin et al., 1997, Liu et al, 2009). La liaison de
I’ ATIII a I’héparine potentialise son activité inhibitrice vis-a-vis de la thrombine et
du FXa. La haute densité de charge négative de 1’héparine lui permet d’interagir de
mani¢re non spécifique avec la thrombine. Sur les chaines d’héparine non
fractionnée suffisamment longue, il y a formation d’un complexe héparine-ATIII-
thrombine qui accéleére I’inhibition de la thrombine par I’ATIII (Liu et al., 2009).
L’HBPM ainsi que les chaines polysaccharidiques courtes de I’héparine non
fractionnée ne sont pas assez longues pour accommoder la liaison de la thrombine
(Barrowcliffe, 1995). Dans ce cas, la neutralisation de la coagulation par I’ATIII

passe majoritairement par I’inhibition du FXa.

L’héparine non fractionnée et I’HBPM potentialisent également 1 activité
inhibitrice de I’HCII, un inhibiteur spécifique de la thrombine (Pike et al., 2005).
Lorsque li¢é a I’héparine, ’HCII subit un changement conformationnel qui
augmente son affinit¢ pour la thrombine (Van Deerlin and Tollefsen, 1991).
L’HCII interagit avec les zones de I’héparine ayant une densit¢ de charge
¢lectronégative €levée, leur liaison est donc beaucoup moins spécifique que celle

reliant ’héparine a I’ ATIIIL.
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Figure 4. Représentation de la liaison entre PATIII et I’héparine. L’Arg'®’, la
Lys'® ainsi que la Lys'" de I’hélice alpha D de ’ATIII se lient saccharides A, B
et C du pentasaccharide de I’héparine. Le changement de conformation de I’ ATIII
provoque le rapprochement de son hélice alpha A et I’interaction entre la Lys*’ et
la Lys* et les saccharides D et E du pentasaccharide de I’héparine (figure adapté

de (Petitou and van Boeckel, 2004)).

2.2 Molécules apparentées a I’héparine
2.2.1  L’héparane sulfate
L’héparane sulfate (HS) (masse moléculaire de 5 a 70 kDa) fait partie de la famille
des GAG et possede une structure similaire a celle de I’héparine (Gallagher, 2006,
lozzo, 2001). Contrairement a la chaine d’héparine, la chaine d’HS est
majoritairement composées de GIcA 1ié a du GlcNAc unis par une liaison [1—4]
(Tyrell et al., 1995, Munoz and Linhardt, 2004). Les groupements sulfates sont
¢galement moins nombreux que pour I’héparine et, de ce fait, la molécule d’HS
posséde une densité de charge négative moindre que son homologue soit un peu
moins de 2 charges par unité disaccharide. Cette similitude de structure fait de

I’HS un contaminant naturel des préparations d’héparine (Linhardt, 2003).
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L’HS est une molécule ubiquitaire localisée a la surface des cellules et dans la
matrice extracellulaire ou elle est impliquée dans différents processus biologiques
dont : I’inflammation, la différentiation, la migration et la croissance cellulaire
(Tyrell et al., 1995, Linhardt, 2003). L’HS peut également lier I’ATIII, mais avec

moins d’affinité cependant que I"héparine.

2.2.2  Le chondroitine sulfate
Le chondroitine sulfate, également appelé chondroitine sulfate A (CSA), est aussi
un polysaccharide linéaire (Figure 5.A). Le CSA fait partie de la famille des GAG
et est composé de GIcA et de N-acétyl-D-Galactosamine (GalNAc) reliés par une
liaison [1—3] (Kimata et al, 1973, Maruyama et al., 1998). 1l contient en
moyenne un groupement sulfate par unité disaccharide et ce dernier est
généralement situé sur le GalNAc. Les groupements disaccharides sont reliés entre

eux par des liaisons [1—4] (Rodgers et al., 2008).

Le CSA est localis¢ a la surface des cellules ainsi que dans la matrice
extracellulaire et joue un role structurel au niveau des membranes cellulaires
(Yamaguchi, 2000). Malgré la similarité de structure du CSA avec 1’héparine et
I’héparane sulfate, ce dernier est démuni d’activité anticoagulante a cause de
I’absence d’IdoA et de son faible degré de sulfatation (Sie ef al., 1986, Trowbridge
and Gallo, 2002).

2.2.3  Le dermatan sulfate
Le dermatan sulfate, également appelé chondroitine sulfate B (CSB), est un GAG
extracellulaire (Figure 5.B). Le CSB se distingue du CSA par I’action des
dermatan sulfate épimérase 1 et 2 qui provoquent la transformation partielle du
GlcA en IdoA (Pacheco et al., 2009, Trowbridge and Gallo, 2002). Le taux de

sulfatation du CSB varie de 1 a 3 groupements sulfate par unité disaccharide.

Le CSB est synthétisé dans plusieurs tissus animaux et principalement dans les
fibroblastes de la peau, les cellules de la cornée, du cartilage et des os (Day et al.,
1986, Fisher et al., 1989, Trowbridge and Gallo, 2002). Il posseéde la capacité de

lier et d’activer ’HCII menant ainsi a I’inhibition de la thrombine, donc de la
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coagulation (Maimone and Tollefsen, 1990). Cependant, son incapacité¢ a lier
I’ATIII rend son action anticoagulante vingt fois moins efficace que celle de
I’héparine. De petites quantités de CSB se retrouvent dans les préparations
d’héparine brute, mais ce dernier est éliminé lors des étapes de purification (Liu ef

al., 2009).

2.24  Le sulfate de dextran
Le sulfate de dextran (SD) est une molécule semi-synthétique obtenue par
sulfatation d’un polymeére de glucose (Figure 5.C). Les monosaccharides sont liés
par des liaisons [1—6] et les chaines polyglucosées unies par des liaisons [1—3].
Il existe deux formes de SD, une de haut (environ 500 000 g/mol) et I’autre de bas
poids moléculaire (de 9 000 a 20 000 g/mol) (Femia et al., 2009, Banz et al.,
2009). Le taux de sulfatation moyen de la molécule est d’environ 2,3 groupements

sulfate par molécule de glucose.

Plusieurs études ont montré les différentes propriétés biologiques du SD de bas
poids moléculaire dans le plasma. Wuillemin et collaborateurs ont notamment
démontré qu’il agirait comme un inhibiteur de la cascade du complément en
potentialisant 1’activité antiprotéase du Cl-inhibiteur (Wuillemin et al., 1997). De
plus, le SD de bas poids moléculaire posseéde la capacité de lier le facteur H, une
protéine régulatrice de la voie alterne du complément (Pangburn ef al., 1991). Ce
dernier se comporte également comme un anticoagulant via I’ATIII mais aussi en
interférant dans 1’adhésion plaquettaire (Wuillemin et al., 1996, Zeerleder et al.,
2002). Différents groupes de recherche tentent de mettre a profit ces propriétés a
des fins cliniques notamment pour diminuer les dommages des cellules
endothéliales causés par les facteurs du complément suite a une ischémie-
réperfusion lors d’une transplantation d’organe par exemple (Banz et al., 2009,

Spirig et al., 2008).

Le SD de haut poids moléculaire est employé a de tout autres fins. Il est utilisé in
vivo comme un agent inflammatoire pouvant, en présence d’azoxyméthane (un
agent mutagene), accélérer le développement de cancer colorectal chez la souris

(Neufert et al., 2007, Femia et al., 2009). Lors d’expériences réalisées in vitro, sa
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forte densit¢ de charges ¢lectronégatives permet aussi de 1’utiliser en tant

qu’activateur du systéme de contact du plasma (Scott and Colman, 1992).
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Figure 5. Structure des molécules apparentées a I’héparine. A. Structure du
CSA (X=SOs ou H) B. Structure du CSB (X=SO3 ou H et *peut également étre
un acide D-glucuronique). C. Structure du SD (figure adapté de (Rodgers et al.,
2008, SigmaAldrich, 2001))
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3. Le chondroitine sulfate hypersulfaté

Le chondroitine sulfate hypersulfaté (CSHS) est une molécule semi-synthétique
obtenue par la sulfatation du CSA, lui conférant ainsi 4 groupements sulfate par
unité disaccharide (Figure 6.) (Maruyama, Toida et al. 1998). Il posséde une
masse moléculaire moyenne de 18 kDa ainsi qu’une densité de charges négatives
de -5 par disaccharide, soit -1,3 de plus que I’héparine (Liu et al., 2009). Les
expériences menées par Maruyama et collaborateurs ont démontré que le CSHS a
la capacité de diminuer 1’activité de la thrombine aussi efficacement que ’HBPM.
Cette diminution d’activité n’est cependant pas observée pour le FXa. Ce résultat
suggere donc que le CSHS, grace a sa densité de charge négative, serait en mesure
de potentialiser 1’activité inhibitrice de I’HCII aussi efficacement que I’héparine.
Etant hypersulfaté, le CSHS ne posséde pas le pentasaccharide de structure unique
nécessaire a la liaison de I’ATIII et menant a I’inhibition du FXa. En plus du
CSHS, il existe des intermédiaires de synthése possédant 2 et 3 résidus sulfates par
unité disaccharide, ces derniers ne possédent cependant pas une assez grande
densité de charges négatives pour se lier a I'HCII et potentialiser son activité

anticoagulante (Maruyama et al., 1998).

o,
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Figure 6. Unité de structure du chondroitine sulfate hypersulfaté. (Figure

adapté de (Liu et al., 2009)).
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4. Effets secondaires liés a I’héparine

4.1 Les thrombocytopénies
L’injection intraveineuse ou sous-cutanée d’héparine est souvent associée a une
diminution du taux des plaquettes sanguines (Warkentin et al, 1998). Il existe
deux types de thrombocytopénies induites par I’héparine (TIH). La TIH de type I
est une réaction bénigne (nombre de plaquettes > 100 x 10° cellules/L),
apparaissant dans les premiers jours qui suivent le début de I’héparinothérapie
(Shantsila et al., 2009, Fabris et al., 1983, Chong and Ismail, 1989). Le risque de
développer une thrombose est faible et le nombre de plaquettes sanguines revient a
la normale sans interruption du traitement. On 1’observe chez 10 a 30 % des
patients traités; elle serait due a une liaison directe de I’héparine aux membranes

des plaquettes (Salzman et al., 1980).

La TIH de type II, plus sévére que le type I, est de nature immune, médiée par des
immunoglobulines G (Shantsila ez al., 2009). Elle apparait généralement plus de 5
jours apres le début de ’héparinothérapie et s’observe chez 2 a 3 % des patients.
Dans ce cas, comme la chute du taux plaquettaire est importante (nombre de
plaquettes < 100 x 10° cellules/L), le traitement doit étre interrompu et remplacé
par une autre classe d’anticoagulant (Laster et al., 1989). Selon une étude
multicentrique récente, chez les patients ayant développé une TIH de type II
secondaire a une injection intraveineuse d’héparine, de 20 a 50 % de ces patients
développeront une thrombose pouvant mener a 1’amputation d’un membre, un
infarctus du myocarde ou un accident vasculaire cérébral si le traitement a

I’héparine n’est pas interrompu (Lubenow et al., 2004).

4.2 Les réactions anaphylactiques
L’anaphylaxie associée a I’injection d’héparine est une réaction systémique aigué,
imprévisible et potentiellement mortelle. De nature immune, elle est médiée par les
immunoglobulines E (Cohen and Zelaya-Quesada, 2002). Elle s’observe lors d’un
second contact avec I’héparine et implique la dégranulation des mastocytes (Kemp
and Lockey, 2002). Quelques rares cas sont rapportés dans la littérature; leur

symptomatologie associe une hypotension sévére, une insuffisance respiratoire, un
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épisode d’angiocedéme, des douleurs abdominales, de I’urticaire, de la bradycardie
et des bronchospasmes (Bottio et al., 2003, Berkun et al., 2004, Basic-Jukic and
Kes, 2004, Smith and Harkness, 2004).

5. Les réactions d’hypersensibilité associées a des préparations

d’héparine d’origine chinoise.

5.1 Les faits
En janvier 2008, le Center for Disease Control (CDC), une filiale du U.S.
Department of Health & Human Services, est averti par le Département de la Santé
du Missouri que, depuis la mi-novembre 2007, huit épisodes de réactions
anaphylactoides (RA) ont été observés au cours de séances d’hémodialyse dans un
hopital pédiatrique (CDC, 2008). L’analyse des rapports de cas révéla que, au
cours de cette période, plus de 50 patients avaient développé ce type de réaction
suite a I’injection intraveineuse d’héparine non fractionnée. Dans 94 % des cas,
I’héparine en cause provenait de la compagnie Baxter HealthCare Corporation
(Deerfield, Illinois). C’est ainsi que, le 17 janvier 2008, Baxter, le principal
fournisseur d’héparine aux Etats-Unis, initia une campagne de rappel volontaire
des formats multi doses de neuf lots d’héparine associés a ces RA (FDA, 2008).
Ce rappel fut étendu de maniére préventive a 1’ensemble des lots d’héparine

Baxter en circulation en mars 2008.

5.2 La production d’héparine d’origine chinoise
Sur le million de flacons d’héparine commercialisés aux Etats-Unis chaque mois,
plus de la moiti¢ est distribuée par Baxter HealthCare Corporation (Levieux,
2008). Baxter ne produit cependant pas son héparine. Cette derniére est extraite de
la muqueuse intestinale de porcs dans de petits ateliers situés a proximité des
abattoirs chinois (Figure 7.) (Gorp and Schubert, 1997, Liu et al., 2009). Ces
ateliers fournissent ensuite des grossistes qui approvisionnent les compagnies
telles que Scientific Protein Laboratories (SPL). Ainsi, la filiale de SPL basée a
Changzhou (SPL-CZ), en Chine, procéde a la purification et a la caractérisation

physique, chimique et biochimique de 1’héparine qui est ensuite transférée a la
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filiale américaine de SPL basée au Wisconsin (SPL-EU). SPL-EU approvisionne
ensuite Baxter qui procéde a différents contréles de qualité avant de conditionner

I’héparine sous forme stérile et de la distribuer.
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Purification et caractérisation Extraction de I’héparine Brut
de I’héparine Brut dans de petits ateliers
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Figure 7. Les étapes de la fabrication de I’héparine. L héparine est d’abord
extraite de la muqueuse de ’intestin de porcs dans des ateliers situés a proximité
des abattoirs. L héparine brute est ensuite transportée dans les installations de la
compagnie SPL-CZ ou elle est caractérisée et purifiée. L héparine brute est ensuite
transférée dans les installations américaines de SPL ou elle est distribuée
notamment a Baxter qui procéde au conditionnement sous forme stérile et a la

distribution de 1’anticoagulant.
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5.3 Les investigations menées par la FDA
5.3.1 L’inspection des installations de SPL-CZ en Chine : Rapport de
la FDA
Suite au scandale des héparines contaminées, une inspection des différentes
installations impliquées dans la fabrication de 1’héparine fut initiée par la Food and
Drug Administration (FDA) afin de déterminer la source de la contamination
(Friedman, 2008). Au cours de cette enquéte, quatre lacunes significatives par

rapport aux bonnes pratiques de fabrication ont été¢ décelées chez SPL-CZ.

D’abord, aucune évaluation n’était pratiquée afin de vérifier I’efficacité du
processus de purification. Au cours de ce processus, plusieurs parameétres étaient
non définis ou tout simplement non controlés. De plus, les profils des impuretés
potentielles de I’héparine n’avaient jamais été établis. Les techniques de détection

des impuretés ont méme ét¢ jugées inadéquates par les inspecteurs de la FDA.

Ensuite, une lacune a été¢ détectée au niveau de la tracabilité¢ de I’héparine brute
fournie par les différents grossistes. En effet, plusieurs lots ont été traités par SPL
et envoyés aux Etats-Unis alors qu’ils provenaient d’un atelier dont les techniques

d’extraction d’héparine avaient été jugées comme inacceptables par SPL.

D’autre part, les différents tests de controles réalisés afin de respecter les standards
du United-States Pharmacopeia (USP) présentaient plusieurs faiblesses. Certaines
méthodes analytiques utilisées, telles que la quantification des protéines, n’avaient

jamais été validées dans les conditions dans lesquelles elles étaient employées.

Finalement, les récipients métalliques utilisés dans les étapes finales de la
purification de I’héparine n’étaient pas lavés adéquatement et présentaient des

impuretés incrustées a leur surface interne.

Le manque de rigueur chez SPL-CZ face a plusieurs aspects critiques de la
fabrication de 1’héparine, tant au niveau du contréle de la provenance, que de la
salubrit¢ des différentes installations ainsi que des méthodes de purification

utilisées, est a I’origine de cette crise.
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5.3.2  Analyse des lots d’héparine associée avec les RA
L’analyse des lots d’héparine associ¢e aux RA par résonance magnétique nucléaire
(RMN) a une et deux dimensions ainsi que la méthode de chromatographie liquide
a haute performance (HPLC) échangeuse d’anion a permis de détecter la présence
d’un contaminant ayant un signal différent des impuretés généralement retrouvées
dans I’héparine telles que le CSB (figure 8.) (Trehy et al., 2009). Ces différentes
analyses ont permis I’identification d’un contaminant hautement sulfaté et
apparenté a I’héparine, soit le CSHS (Guerrini ef al., 2008). La présence de cette
molécule semi-synthétique représentait jusqu’a pres de 25 % de la concentration

d’héparine de certains lots (FDA, 2008).
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Figure 8. Analyse de I’héparine contaminée par HPLC échangeuse d’anion.
Unité de milli-absorbance (UmA) en fonction du temps. L’ordre d’¢lution des
différents composés est : CSB, héparine et finalement le CSHS (figure adapté de
(Trehy et al., 2009)).
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5.4 L’héparine d’origine chinoise contaminée par le CSHS : une
épidémie?

Suite a I’augmentation accrue des RA en hémodialyse, une étude épidémiologique
réalisée avec la participation de 44 centres de dialyse aux Etats-Unis fut initiée
(Blossom et al., 2008). Cette étude, qui recensa 159 patients ayant développé une
RA, fut la premiere a démontrer une forte association causale (plus de 81%, dont
plus du quart des patients étaient traités par un inhibiteur de ’enzyme de
conversion de I’angiotensine (iIECA)) entre les lots d’héparine Baxter contaminée
au CSHS et I’incidence des réactions observées en hémodialyse. Cette étude ne
présente cependant qu’une vision limitée de I’étendue de cette crise. Afin d’en
avoir une image globale, deux facteurs sont a prendre en considération soit : le
nombre limit¢ de centre de dialyse ayant participé a 1’étude et la quantité
d’héparine vendue par Baxter durant la période de la crise (environ 10 millions de
doses aux Etats-Unis). Considérant ces facteurs, 1’incidence réelle des RA est trés
certainement plus élevée que celle ressortant de cette étude et il est donc tout a fait

légitime de qualifier cette crise d’épidémie.

Conséquemment, la FDA a lancé une alerte aux agences sanitaires des différents
pays afin d’évaluer ’ampleur de cette épidémie. Au total, le CSHS a été identifié
dans différents lots d’héparine utilisés dans 11 pays dont: 1’Allemagne,
I’Australie, le Canada, la Chine, le Danemark, les Etats-Unis, la France, les Pays-
Bas, I’Italie, le Japon et la Nouvelle-Z¢lande (Figure 9.) (FDA, 2008). Méme si
aucune RA n’a été rapportée en France, 13 lots, 2 provenant de Panpharma et 11
de Sanofi-Aventis, ont du étre retirés du marché par [’Agence Frangaise de
Sécurité Sanitaire des Produits de Santé aprés avoir été testés positifs pour la

présence du CSHS.
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Figure 9. Carte représentant les 11 pays ayant rapporté la présence de lots
d’héparine d’origine chinoise contaminée. Les pays sont: 1’Allemagne,
I’ Australie, le Canada, la Chine, le Danemark, les Etats-Unis, la France, les Pays-

Bas, I’Italie, le Japon et la Nouvelle-Z¢lande (figure adapté de (FDA, 2008)).

Pendant la période qui précéda le retrait des lots d’héparine contaminée par le
CSHS, pres de mille patients, dont 80 en Allemagne, ont présenté une RA associc¢e
a l’injection intraveineuse d’héparine d’origine chinoise en cours de séance
d’hémodialyse, de transfusions sanguines et de chirurgie cardiaque (Liu et al.,
2009). La FDA rapporte, aux Etats-Unis seulement, plus d’une centaine de morts
reliées directement a 1’injection d’héparine en bolus préparée et purifiée en Chine.
Les symptomes de ces RA sont : I’angiocedéme localisé au niveau du visage, la
tachycardie, 1’hypotension sévére, la présence d’urticaire et de nausée (CDC,
2008, FDA, 2008, Blossom et al., 2008). La symptomatologie de ces RA rappelle
celle des RA rapportées chez des patients traités par un iECA et dialysés au moyen

d’une membrane de dialyse chargée négativement. Ce méme type de réaction a
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aussi ¢été décrit lors de transfusions sanguines associant la présence d’un iECA et
un filtre de leucoréduction chargé négativement. Ces RA ont été attribuées aux
kinines libérées lors de I’activation du systéme de contact par une surface chargée

négativement (Moreau ef al., 2005).

5.5 Physiopathologie des RA associées a I’héparine contaminée par
du CSHS

Une seule ¢étude publiée récemment a été consacrée aux effets biologiques et
pharmacologiques du CSHS. Ces auteurs décrivent deux types de phénomenes.
D’une part, ils montrent que le CSHS ou I’héparine contaminée avec ce produit de
synthése a la capacité de produire une activité amidasique mesurée au moyen d’un
substrat chromogene : Pro-Phe-Arg-pNA. D’autre part, ils montrent que, injectée a
un nombre limité de porcs (n=6), cette héparine contaminée a provoqué chez trois
d’entre eux une réaction hypotensive passagere. Ces auteurs concluent a une
activation de la phase contact par le CSHS, menant a une activation de la
prékallicréine plasmatique en kallicréine, enzyme capable d’hydrolyser le KHPM
et de libérer la bradykinine (BK), un puissant vasodilatateur (Kishimoto et al.,

2008).

Cependant, les résultats publiés ne montrent pas de fagon définitive une
participation des kinines dans la physiopathologie des RA observées suite a
I’injection d’une héparine contaminée au CSHS chez des patients en hémodialyse.
En effet, I’activation du systéme de contact, mesurée au moyen d’une activité
amidasique, ne démontre pas un pouvoir kininoformateur associ¢ a cette
activation. En d’autres termes, ces auteurs ne mesurent pas la quantité de kinines
libérées au cours de I’incubation in vitro du plasma avec le CSHS ou différents
lots d’héparine contaminée. Or la quantité de kinines accumulée au cours de cette
activation dépend non seulement de ’activation de ce systetme de contact, mais
aussi du métabolisme de ces peptides vasodilatateurs. De plus, In vivo, la
spécificité de 1’effet pharmacologique (une hypotension) mesuré lors de 1’injection
du méme matériel contaminé n’est pas vérifiée au moyen d’un antagoniste des

récepteurs B2 et/ou B1 (Kishimoto et al., 2008).
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6. Les RA en hémodialyse
6.1 Définition

Les RA, également appelés réactions d’hypersensibilité, apparaissent généralement
dans les minutes qui suivent le branchement du patient au dialyseur et I’intensité
des réactions varie de légére a modérée, mais dans certains cas, ces dernicres
peuvent étre mortelles (Verresen et al., 1990). Elles sont caractérisées par la
manifestation d’au moins deux des signes cliniques suivant: des douleurs
abdominales, des nausées, des vomissements, de la diarrhée, une dyspnée, une
oppression thoracique, de [I’angiocedéme, une hypotension sévere, de la

bradycardie ou un érythéme facial (Daugirdas and Ing, 1988, Bright ef al., 1999)

Les RA sont des réactions rarement observées en hémodialyse. Initialement, elles
¢taient associées a 1’utilisation de membranes de dialyse cellulosique en présence
d’un dialysat non stérilisé contaminé par des bactéries (Lonnemann, 2000, Nube
and Grooteman, 2001). Suite a D’apparition des membranes synthétiques, un
nombre accru de ces réactions indésirables a ¢été rapporté et elles furent
interprétées comme un probléeme de bio-incompatibilité avec les lignes et
membranes du circuit extracorporel (Chanard, 2008). Cependant, il est vite apparu
que la nature du polymére composant la membrane d’hémodialyse, notamment les
membranes en polyacrylonitrile fortement électronégatives telles que I’AN69™,
pouvait étre a I’origine de ces réactions (Verresen et al., 1990, Schaefer et al.,
1994). Plusieurs ¢tudes multicentrées ont montré une association causale entre les
RA chez les patients dialysés avec de telles membranes et simultanément traités au
moyen d’un iECA (Verresen et al., 1991, Lacour and Maheut, 1992, Simon et al.,
1996).

6.2 Mécanismes physiopathologiques
Malgré la similitude de la symptomatologie entre la réaction anaphylactique et la
RA, les mécanismes physiopathologiques de I’une et de I’autre sont bien différents
(Chanard, 2008). En effet, contrairement a la réaction anaphylactique, la réaction
anaphylactoide n’implique pas la dégranulation des mastocytes par les

immunoglobulines E, ne nécessite aucun contact préalable avec I’agent causal et
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n’implique pas la libération de I’histamine. Les RA contrairement aux réactions

anaphylactiques ne sont donc pas de nature immune.

Différents auteurs ont tot émis I’hypothése que le systéme de contact serait activé
par un facteur physicochimique (les membranes de dialyse électronégatives)
entrainant la libération des kinines, en particulier la BK, et que cette derniere
pourrait étre I’agent causal de ces RA (Schaefer ef al., 1994, Verresen et al., 1994,
Blais et al., 1999a, Cyr et al., 1999). Des expériences réalisées in vivo sur des
moutons ont montré que I’intensité des RA ¢était dose dépendante de Ia
concentration d’iECA. De plus, 'utilisation d’un antagoniste du récepteur B2
(Icatibant) chez ces mémes moutons inhibait totalement I’incidence de ces
réactions, et ce, méme si les concentrations sanguines de BK étaient élevées (Van

der Niepen and Verbeelen, 1995, Krieter ef al., 1998).
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7. Le systéme des Kinines
7.1 Les kinines : définition et propriétés

La BK est le prototype de la famille des kinines qui, chez ’Homme, renferme trois
autres peptides pharmacologiquement actifs. Il s’agit de : la Lys-BK ou kallidine
(KD) et les métabolites actifs dépourvus de [’arginine en position carboxy-
terminal, la des-arginine’-bradykinine (des-Arg’-BK) et la des-arginine'’-kallidine
(des-Arg'*-KD) (voir Tableau 2.). D’autres kinines ont également été identifiées
et caractérisées comme la T-kinine (Ile-Ser-BK) et la Met-T-kinine, ces dernicres

sont cependant propres au rat (Okamoto and Greenbaum, 1983, Sakamoto et al.,

1987).

Les kinines sont des peptides générés par les kininogénases a partir de leurs
précurseurs respectifs. Elles participent dans plusieurs processus physiologiques et
physiopathologiques (Bhoola et al, 1992). Elles sont parmi les premiers
médiateurs générés lors de la 1ésion d’un tissu et sont responsables de la douleur et
de I’inflammation. Cette caractéristique provient de leur capacité a activer les
cellules endothéliales, menant ainsi a la production de monoxyde d’azote (NO) et &
la mobilisation de 1’acide arachidonique, deux facteurs responsables de la

vasodilatation accrue et de I’augmentation de la perméabilité vasculaire (Kaplan et

al., 2002).

Tableau 2.  Séquence peptidique des différentes kinines retrouvées chez

[’Homme.

Bradykinine Argl- Pro’- Pro’- G1y4- Phe’- Ser’- Pro’- Phe®- Arg9
Des-Arg9-bradykinine Argl— Pro’- Pro’- G1y4— Phe’- Ser’- Pro’- Phe'-
Kallidine Lysl— Argz— Pro’- Pro'- Glys— Phe’- Ser’- Pro- Phe’- Arg10

Des-Argm-kallidine Lysl- Argz- Pro’- Pro’- Glys- Phe’- Ser’- Pro’- Phe’-
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7.2 Les précurseurs des kinines
Les kinines ne sont pas des peptides préformés. Elles sont libérées localement a
partir de leurs précurseurs, les kininogenes, soumis a la protéolyse par des
kininogénases. Deux formes de kininogénes sont présentes dans le plasma
humain : le KHPM et le kininogéne de bas poids moléculaire (KBPM) (Miiller-
Esterl et al., 1986). Le foie est le principal organe responsable de la synthése de
ces deux glycoprotéines. Le KHPM et le KBPM proviennent de [’épissage
alternatif d’un seul géne composé de 11 exons situé au locus 3q26 du chromosome
3 (Takagaki et al., 1985, Kitamura et al., 1985). Les neuf premiers exons codent
pour la chaine lourde commune aux deux types de kininogéne, le dixiéme pour la
séquence kininoformatrice et la chaine légere du KHPM différente de la chaine

légere du KBPM.

Le KHPM est une a-globuline de 88 a 120 kDa circulant dans le plasma a des
concentrations de 70 a 90 ug/ml (Adam et al, 1985). Cette protéine
multifonctionnelle comprend six domaines ayant chacun une fonction distincte.
Les domaines 1 a 3 forment la chaine lourde (amino-terminal/64 kDa) alors que les
domaines 5 et 6 se retrouvent sur la chaine légére (carboxy-terminal/56 kDa)
(Kellermann et al., 1986). Le domaine 4 est la zone ou se trouve la séquence
kininoformatrice et elle fait la liaison entre la chaine lourde et 1égére. Le domaine
1 contient un site de liaison au Ca’" (Higashiyama e al., 1987), tandis que les
domaines 2 et 3 sont doués d’une activité inhibitrice pour les protéases a cystéine
(Salvesen et al., 1986, Vogel et al., 1988). De plus, le domaine 3 posséde un site
de liaison aux plaquettes et aux cellules endothéliales (Jiang et al., 1992). Les deux
domaines de la chaine légére du KHPM sont responsables de 1 activité
procoagulante de ce kininogeéne (DeLa Cadena and Colman, 1991). Le domaine 5,
riche en acides aminés basiques (lysine et histidine), a la capacité de se lier aux
surfaces chargées négativement telles que les membranes de dialyse synthétiques
en polyacrylonitrile, les billes de verres, le SD, mais aussi 1’héparine (Mandle et
al., 1976, Lin et al., 2000). Le domaine 6 posséde un site de liaison pour la
prékallicréine plasmatique et le FXI de la coagulation (Thompson et al., 1977, Tait

and Fujikawa, 1987). Grace a sa capacité a lier les surfaces électronégatives
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(domaine 5) et la prékallicréine (domaine 6), le KHPM exerce une fonction

essentielle lors de 1’activation du systéme de contact (Silverberg et al., 1980).

Le KBPM est une B-globuline présente dans le plasma a des concentrations de 170
a 220 ug/ml et a une masse moléculaire variant de 50 a 68 kDa (Miiller-Esterl et
al., 1986, Adam et al., 1985). 1l posséde les mémes caractéristiques structurales de
base que le KHPM soit : une chaine lourde attachée a une chaine légére via le
segment contenant la séquence des kinines. Cependant, la chaine légére a une
masse moléculaire n’excédant pas 5 kDa et il ne posséde pas de domaine 6. Encore

aujourd’hui, la fonction du domaine 5 du KBPM reste inconnue.

7.3 Les systémes kininoformateurs
7.3.1  Les enzymes Kininoformatrices
7.3.1.1 Les kallicréines
Les kallicréines sont divisées en deux groupes distincts : la kallicréine plasmatique

(KK) et la kallicréine tissulaire (Fiedler, 1979, Movat, 1979).

La KK est une sérine protéase. Elle est sécrétée majoritairement par les
hépatocytes sous forme inactive, la prékallikréine, encodée par le gene KLKBI
situé¢ dans la région q34-q35 du chromosome 4 (Beaubien et al., 1991); elle circule
dans le plasma a des concentrations de 35 a 50 pg/ml (Reddigari and Kaplan,
1989). Prés de 80 a 90 % de la prékallikréine est complexée sous forme
d’hétérodimere avec le KHPM (Mandle et al., 1976, Bhoola et al., 1992). La KK
est formée lors du clivage de la liaison Arg’’'-Ile’”* de la prékallicréine par le
FXIla de la coagulation. Cette activation a pour conséquence la formation d’une
enzyme a deux sous-unités composée d’une chaine lourde amino-terminal de
55 kDa liée par un pont disulfure a une chaine légere carboxy-terminal de 36 kDa
(Chung et al., 1986). La chaine légere renferme le site actif de I’enzyme. Une fois
activée, la KK hydrolyse le KHPM pour en libérer la BK. Différentes antiprotéases
possedent la capacité d’inhiber I’activité protéolytique de la KK; la principale étant
le C1 inhibiteur dont le déficit génére une anomalie au niveau du controle du
systéme de contact responsable de I’angiocedéme héréditaire (Agostoni et al.,

2004, Meijers et al., 1988)
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La kallicréine tissulaire est une glycoprotéine de 25 a 45 kDa qui, tout comme la
KK, est synthétisée sous forme de proenzyme (Kaplan et al., 1998, Bhoola et al.,
1992). Elle est codée par le géne KLLK1 situé au locus q13.1-q13.2 du chromosome
19 (Clements et al., 2001, Mahabeer and Bhoola, 2000). La kallicréine tissulaire
est exprimée dans plusieurs tissus dont : les glandes salivaires, le pancréas, la
prostate, les polynucléaires neutrophiles et la glande surrénale (Margolius, 1998).
Plusieurs protéinases ont la capacité d’activer la prékallicréine tissulaire in vitro,
cependant, la protéinase responsable de son activation in vivo reste a €tre identifiée
(Takada et al., 1985, Takahashi et al., 1986, Margolius, 1996). Lorsqu’elle est
activée, elle hydrolyse le KBPM afin d’en libérer la KD (Mahabeer and Bhoola,
2000, Fogaca et al., 2004).

7.3.1.2 Autres enzymes
En plus des deux formes de kallikréine décrites précédemment, d’autres protéases
ont la capacité de libérer les kinines des kininogénes (Dobrovolsky and Titaeva,
2002). C’est le cas entre autres de la plasmine, une enzyme protéolytique

responsable de la lyse du caillot de fibrine (Norris, 2003, Molinaro et al., 2002b).

7.3.2  La kininogénése plasmatique
La formation des kinines dans le plasma requiert la transformation de proenzymes

a sérine en enzymes actives lors de 1’activation du systéme de contact du plasma.

Deux enzymes et un cofacteur sont essentiels a la kininoformation soit : le FXII, la
prékallicréine et le KHPM. Le FXII, lorsque li¢é a une surface chargée
négativement, subit un changement conformationel lui procurant une activité
enzymatique suffisante a son autoactivation en FXIla (Kaplan et al., 1997). Le
FXIla transforme la prékallicréine en sa forme active, la KK. Une fois activée, la
KK active le FXII amplifiant ainsi le signal initial. La grande quantit¢ de KK
générée par cette boucle d’activation hydrolyse les liaisons Lys’®*-Arg®® et
Arg’"'-Ser’”? du KHPM libérant ainsi la BK (Mori ef al., 1981). Ce mécanisme est
la base des observations réalisées ex vivo et in vitro sur la libération des kinines

lors de la circulation sanguine extracorporelle ou lors du contact du plasma avec
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une surface chargée négativement telle que les billes de verres ou le SD (Kaplan et

al., 1997, Kaplan et al., 1998, Kaplan et al., 2001, Joseph et al., 2001).

Un second mécanisme a également été décrit pour 1’activation plasmatique du
systéme kallicréines-kinines in vitro. Celui-ci dépend de I’adhésion Zn*'-
dépendante du KHPM a un complexe multimérique - composé de cytokératine 1,
du récepteur gC1qR et du récepteur de ’activateur du plasminogene - situé¢ a la
surface membranaire des cellules endothéliales (Hasan et al., 1998, Shariat-Madar
et al., 1999, Herwald et al., 1996, Joseph et al., 1996, Colman et al., 1997,
Schmaier, 2000). Cette liaison meéne a ’activation de la prékallikréine en KK,
donc a la libération de la BK du KHPM (Lin et al., 2000, Motta et al., 1998,
Nishikawa et al., 1992, Zhao et al., 2001).

7.4 Les récepteurs des kinines
7.4.1  Définition et propriétés
L’action des kinines est médiée par des récepteurs a sept passages

transmembranaires couplés aux protéines G hautement spécifiques (Leeb-

Lundberg et al., 2005).

A la fin des années 1970, différents groupes de recherche ont montré au moyen
d’arguments pharmacologiques la présence de deux types de récepteurs pour les
kinines : les récepteurs B1 (RB1) et B2 (RB2) (Regoli et al., 1977, Regoli et al.,
1978, Drouin et al., 1979). Ces récepteurs ont été mis en évidence a la surface de
différents types cellulaires, parmi ceux-ci: les cellules endothéliales, les cellules
musculaires lisses, les fibroblastes, les cellules mésengiales, certains neurones, les
astrocytes et les polynucléaires neutrophiles, entre autres (Leeb-Lundberg et al.,
2005, Marceau, 1995). Plusieurs études ont montré que le RB2 est
préférentiellement stimulé par les kinines dites « natives » telles que la BK et la
KD qui possédent un résidu Arg en partie carboxy-terminal. Le RB1, par contre,
est activé par leurs métabolites actifs, la des-Arg’-BK ainsi que la des-Arg'®-KD

(Vavrek and Stewart, 1985, Regoli and Barabe, 1980, Marceau, 1995).
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Les génes codant pour les récepteurs Bl et B2 (BDKRBI et BDKRB?
respectivement) sont tous deux localisés sur le chromosome 14, séparés par une
séquence nucléotidique de 12 kilobases (Cayla et al., 2002). Le RB1 et le RB2,
constitués de 353 et 391 acides aminés respectivement, présentent une homologie
de séquence de 35% chez I’Homme (Gutowski et al., 1991). Ils possedent tous
deux une structure typique des récepteurs couplés aux protéines G consistant en
une chaine polypeptidique a sept passages transmembranaires avec la partie

amino-terminal extracellulaire et carboxy-terminal intracellulaire.

L’activation du RB2 est a I’origine des symptomes observés lors de la phase aigué
de la douleur et de I’inflammation (Couture et al., 2001, Leeb-Lundberg et al.,
2005). Comme ce type de récepteur est constitutif a la plupart des cellules et des
tissus, la réponse a son activation est donc puissante, mais de courte durée. Suite a
une stimulation, le RB2 subit une désensibilisation via une séquestration de son
ligand et une internalisation (Munoz and Leeb-Lundberg, 1992, Munoz et al.,
1993, Mathis et al., 1996, Marceau et al., 2001). De plus, lors d’une stimulation

prolongée, I’expression génomique du récepteur est inhibée.

Contrairement au RB2, le RB1 est inductible et ne subit aucune désensibilisation
(Mathis et al., 1996, Austin et al., 1997). Ce type de récepteur est trés peu exprimé
en temps normal et est surtout associé a des événements pathologiques chroniques.
Le RBI est induit lorsqu’il est exposé a long terme a son agoniste, la des-Arg’-BK.
Etant donné son niveau d’expression, ce type de récepteur est donc impliqué dans
la réponse inflammatoire et algésique chronique (Faussner ef al., 1999, Liesmaa et

al., 2005, Decarie et al., 1996a, Cruwys et al., 1994, Pesquero et al., 2000).

7.4.2  Mode d’action des récepteurs
L’induction des récepteurs par les kinines méne a D’activation de plusieurs

cascades signalétiques.

Une de ces voies passe par l’activation de la sous-unité Go qui conduit a
I’activation de la phospholipase C-3 (PLC- B), enzyme responsable de I’hydrolyse
du phosphatidylinositol 4,5-disphosphate (PIP;) en inositol 1,4,5-triphosphate (IP3)
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et en diacylglycérol (DAG) (Leeb-Lundberg et al., 2005). L’IP; de pair avec la
sous-unit¢ Ga activée vont respectivement provoquer I’ouverture des canaux
calciques du réticulum endoplasmique et de la membrane cellulaire déclenchant
ainsi une augmentation de Ca’" intracellulaire. L’augmentation de Ca®'
intracellulaire provoque 1’activation de la NO synthase (NOs). La NOs produit le
NO qui menera a la production de guanylate monophosphate cyclique (GMPc) par
I’activation de la guanylate cyclase. Le DAG, de son coté, activera la cascade des
« mitogen-activated protein kinases » (MAPK) par I’induction de la protéine
kinase C (PKC). La voie des MAPK culmine par la phosphorylation de la
phospholipase A, (PLA,). Une fois phosphorylée, la PLA, interagit avec le Ca®"
intracellulaire afin de provoquer la production des prostaglandines, métabolites de
I’acide arachidonique responsables de 1’activation de [’adénylate cyclase.
L’adénylate cyclase entraine la production de I’adénosine monophosphate cyclique
(AMPc). L’AMPc et le GMPc sont des molécules ayant un effet vasodilatateur,
antiprolifératif et antiischémique sur les cellules musculaires lisses (Regoli ef al.,

1990).

Une étude réalisée sur des cellules endothéliales d’aorte bovine en culture a
¢galement montré que le RB2, lorsque stimulé par la BK, active la voie des
«Janus kinases/signal transducers and activators of the transcription »
(JAK/STAT) (Ju et al., 2000). La phosphorylation de Tyk2, une tyrosine kinase de
la famille des JAK, entraine I’activation de la protéine STAT3 qui se déplace dans
le noyau de la cellule afin de réguler la transcription de génes spécifiques. La

nature de ces génes reste encore a étre identifice.

7.5 Le métabolisme des Kinines
Les kinines sont des peptides dont I’activité pharmacologique est largement
régulée par leur métabolisme. Ainsi, cinq peptidases, au moins, ont ét¢ identifiées
comme principales responsables de leur métabolisme (Erdds and Skidgel, 1997). 1l
y a I’enzyme de conversion de 1’angiotensine I (ECA), I’aminopeptidase P (APP),
I’endopeptidase neutre 24.11 (EPN) et les carboxypeptidase M et N (CPM et

CPN). Ces enzymes font toutes parties de la famille des métallopeptidases a zinc,
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leur activité requiert donc un cation Zn*" dans leur site catalytique. Elles sont

¢galement toutes des glycoprotéines membranaires.

7.5.1  L’enzyme de conversion de ’angiotensine I (ECA)
L’ECA, ou kininase II, est une carboxypeptidase membranaire Zn*"-dépendante
régulant I’activité des peptides vasoactifs tels que I’angiotensine I et la BK, tous
deux responsables du contrdle de la pression artérielle (Turner and Hooper, 2002).
Deux isoformes de I’ECA sont exprimés chez I’humain, '’ECA somatique et
I’ECA germinale. Ces isoformes proviennent d’un méme geéne situé au locus
17923 du chromosome 17 et utilisant un promoteur alternatif (Hubert et al., 1991).
L’ECA somatique, d’une masse moléculaire de 150-180 kDa, est composée de
1300 acides aminés et est présente dans plusieurs tissus dont: 1’endothélium
vasculaire, les cellules musculaires lisses, les myocytes et les fibroblastes
cardiaques, la bordure en brosse du tubule proximal rénal, ainsi que dans le
cerveau (Erdos, 1990). L’ECA germinale (100-110 kDa) est composée de 730
acides aminés et est retrouvée exclusivement dans les testicules ou elle jouerait un

role dans la fertilit¢ (Hagaman et al., 1998, Turner and Hooper, 2002).

L’ECA est la principale voie de dégradation de la BK. Elle libére séquentiellement
les dipeptides Phe®Arg’ et Ser®-Pro’ en position carboxy-terminal, transformant
ainsi la BK en résidu BKj;.s;. Elle est également capable d’inactiver la des-Arg’-
BK en hydrolysant le tripeptide Ser®-Pro’-Phe® en carboxy-terminal, ce qui produit

le méme métabolite inactif BKj;.s).

En plus de la dégradation de la BK, ’ECA posséde la capacité de convertir
I’angiotensine I, inactive, en angiotensine I, un puissant vasoconstricteur, et ce, en
hydrolysant le dipeptide His’-Leu'® en carboxy-terminal. Initialement,
I’angiotensine I était considérée comme le principal substrat de ’'ECA (K, =
16 uM), mais des études ont montré que I’ECA avait une bien meilleure affinité
pour la BK (K, = 0,18 uM) et elle est maintenant considérée comme une kininase

plutot qu’une angiotensinase (Blais et al., 2000, Erdos, 1990).
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7.5.2  L’aminopeptidase P (APP)

L’APP humaine existe sous deux formes connues : I’une membranaire (APPm) et
I’autre cytosolique (APPc). L’APPc est codée par le géne XPNPEPI qui est
localisé au locus 10g25.3 du chromosome 10 (Sprinkle et al., 2000). Cette dernicre
est un homodimere formé de sous unités de 70 kDa (Cottrell et al., 2000). L’ APPm
est, quant a elle, codée par le géne XPNPEP?2 localisé sur le chromosome X a la
sous-location q25-26.1 (Sprinkle et al., 1998). L’ APPm est accrochée a la surface
des cellules grace a une ancre glycosylphosphatidylinositol (GPI) située en
carboxy-terminal. Tout comme 1I’APPc, ’APPm est un homodimeére ayant une
masse moléculaire légérement plus grande que son homologue, soit 90 kDa
(Venema et al., 1997). Malgré une faible homologie de séquence (43 %), ces deux
APP possédent un repliement moléculaire semblable de type « pain pita » en partie
carboxy-terminal et ont la méme spécificité de substrats (Bazan et al., 1994). Ce
type de repliement représente un échafaudage de feuillets B et d’hélices o assurant
la fonction catalytique. C’est a ce niveau que se situe le site actif renfermant un
cation Zn*" (Bazan et al., 1994). L’ APPm est exprimée a la surface de différentes
cellules dont : I’endothélium vasculaire et a la surface des cellules épithéliales de
la bordure en brosse de I’intestin et du tubule proximal rénal (Hooper and Turner,
1988, Ryan et al., 1994, Prechel et al., 1995, Ersahin and Simmons, 1997, Ryan et
al., 1996, Lasch et al., 1998).

Les deux formes de I’APP possédent la capacité de cliver un acide aminé en partie
amino-terminal de différents peptides avec pour spécificité la séquence X-Pro
(Rawlings and Barrett, 2000, Bazan et al., 1994, Wilce et al., 1998). Plusieurs
fonctions physiologiques ont été proposées pour I’APPm, dont une activité
kininasique : elle a la capacité de cliver le résidu Arg' en partie amino-terminal de
la BK et de son métabolite actif la des-Arg’-BK menant a leur inactivation. Dans
le plasma humain, I’APPm représente la principale voie de dégradation de la des-
Arg’-BK en plus d’étre la deuxiéme en importance dans la dégradation de la BK

(Erdos and Skidgel, 1997, Decarie et al., 1996b, Blais et al., 1999a).
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7.5.3 L’endopeptidase neutre 24.11 (EPN)
L’EPN est codé par le gene MME localisé sur le chromosome 3 au locus q21-q27
(Barker et al., 1989). Cette métalloendopeptidase est synthétisée dans divers tissus,
dont les cellules épithéliales des reins, le systéme nerveux central, I’endothélium,

les testicules, les poumons, les glandes salivaires et la moelle osseuse (Kerr and

Kenny, 1974, Hooper, 1994).

Tout comme I’ECA, I’EPN inactive la BK en clivant d’abord le dipeptide Phe®-
Arg’ en carboxy-terminal produisant donc BK[.7;. Contrairement a I’ECA, elle
hydrolyse ensuite le tripeptide Phe’-Ser®-Pro’ produisant le métabolite inactif
BK{i.4) (Gafford et al., 1983). Cette méme hydrolyse se produit sur la des-Arg’-BK
générant le méme métabolite inactif BK[;4;. L’EPN ne joue pas un role significatif
dans le plasma, cependant, c’est la principale voie de dégradation des kinines au

niveau du tubule rénal (Gafford et al., 1983).

L’EPN possede également une activité enzymatique sur d’autres peptides. Il
inactive notamment les enképhalines, les peptides natriurétiques, les neurokinines
et le peptide B-amyloide, un marqueur de la maladie d’Alzheimer dans le systéme

nerveux central (Kanazawa et al., 1992).

7.5.4  Les carboxypeptidases M et N (CPM et CPN)
La CPM et la CPN, toutes deux connues sous le nom de kininase I, sont des
métallopeptidases zinc-dépendantes possédant une homologie de séquence de 41%

(Tan et al., 1989).

La CPN est une enzyme tétramérique de 280 kDa synthétisée par le foie a partir de
I’assemblage de deux sous-unités codées par les genes localisés aux locus 8q22-23
et 10g23-25 et libérée dans la circulation sanguine (Tan et al., 1990). La CPM est
une peptidase d’environ 62 kDa ancrée a la membrane par une attache de type GPI
et est principalement retrouvée a la surface des cellules épithéliales du poumon et
du rein. Ces deux peptidases clivent une variété de peptides contenant une Arg ou
une Lys en position carboxy-terminal (Skidgel, 1988). L’action de ces peptidases

sur les kinines transforme la BK et la KD en leurs métabolites actifs, la des-Arg’-
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BK et la des-Arg'*-KD. Cependant, cette activité kininasique constitue une voie

métabolique mineure (Erdos and Skidgel, 1997, Skidgel, 1988, Blais et al., 1997a).

7.5.5  Autres peptidases

Plusieurs autres peptidases possédent une activité kininasique : la dipeptidyl
peptidase IV (également appelé CD26) et I’aminopeptidase N (également appelé
CD13) (Lambeir et al., 2003, Hooper, 1994). Ces derni¢res jouent cependant un
role secondaire dans le métabolisme des kinines en hydrolysant soit: un
métabolite déja inactif dans le cas du dipeptidyl peptidase IV ou en transformant la
des-Arg'"-KD en des-Arg’-BK dans le cas de 1’aminopeptidase N (Lambeir e al.,
2003, Pelorosso et al., 2005).
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Figure 10. Schéma représentant I’activation du systéme de contact du plasma.
Les charges négatives activent le FXII en FXIla qui a son tour active la
prékallicréine (pKK) en kallicréine (KK). La KK libére la BK du KHPM. La BK,
qui agit via le récepteur B2, est métabolisée principalement par ’ECA et I’APP
alors que la CPN libére le métabolite actif de la BK, la des-Arg’-BK. La des-Arg’-
BK agit via le récepteur B1 et est inactivée principalement par I’APP et ’ECA.
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8. Role des kinines dans la physiopathologie des RA en

hémodialyse : Apport de notre laboratoire

Au cours des derniéres années, certains travaux de notre laboratoire ont visé a une
meilleure compréhension de la physiopathologie des RA chez le patient dialysé.
Nous avons montré que ces RA étaient de nature multifactorielle. Tout comme les
réactions d’hypotension sévere au cours des transfusions sanguines, elles résultent
de la rencontre d’au moins trois facteurs de nature physicochimique,
pharmacologique et métabolique (Blais ef al., 1999b, Blais et al., 1999a, Cyr et al.,
1999, Molinaro et al., 2006, Desormeaux et al., 2008).

Le facteur physicochimique est une surface chargée négativement capable
d’activer le systéme de contact. Cette activation conduit a la libération de la BK.
Ainsi, nous avons montré que la neutralisation des charges négatives d’une
membrane de dialyse supprime son pouvoir kininoformateur (Desormeaux et al.,

2008).

Le facteur pharmacologique est la présence d’un iIECA. Ce dernier neutralise la
voie de dégradation principale de la BK, augmentant ainsi sa demi-vie et celle de

son métabolite actif, la des-Arg’-BK (Blais ef al., 1999b).

Le troisiéme facteur est de nature métabolique, il caractérise 1’activité de I’APP
plasmatique, deuxiéme voie métabolique de la BK et premiére de la des-Arg9-BK.
Les patients ayant présenté une RA en hémodialyse ont au niveau plasmatique une
activité significativement diminuée de cette métallopeptidase associée a une
accumulation de des-Arg9-BK lors de ’activation du systéme de contact in vitro
(Blais et al., 1999a). Cette activité diminuée est associée a un polymorphisme (C-
2399A) au niveau du promoteur du géne XPNPEP2 qui code pour I’APPm
(Molinaro et al., 2006, Duan et al., 2005).
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OBJECTIFS DE L’ETUDE

Les travaux menés a ce jour pour ¢lucider les mécanismes physiopathologiques
des RA associées a I’injection d’héparine contaminée par le CSHS chez le patient
dialysé n’ont fait I’objet que d’une publication (Kishimoto et al., 2008). Comme
discuté précédemment, les résultats publiés ne montrent pas de maniére définitive
une participation des kinines dans la physiopathologie de tels effets secondaires,

potentiellement mortels

Face a ce manque d’évidences expérimentales définitives montrant une
participation des kinines a la physiopathologie des RA associées a 1’injection
d’héparine contaminée par le CSHS chez le patient dialysé, nous avons formulé
I’hypothése suivante : ces RA sont de nature multifactorielle, comme les RA
provoquées par une membrane chargée négativement chez des patients traités au

moyen d’un iECA.
Afin de vérifier cette hypothese,

1- Nous avons évalué le pouvoir kininoformateur du CSHS en mesurant la
cinétique de formation et de dégradation de la BK lors de I’activation du
systéme de contact in vitro. Nous avons défini I’effet d’un iECA sur cette

cinétique de libération.

2- Nous avons mesuré le pouvoir kininoformateur de I’héparine contaminé avec
différentes concentrations de CSHS et ce, apres avoir montré 1I’importance de la

dilution du plasma sur I’accumulation de la BK.

3- Nous avons enfin défini D’effet de Dactivit¢é de I’APP plasmatique sur la
cinétique de dégradation de la BK et de son métabolite actif, la des-Arg’-BK,

libérées lors de I’incubation du plasma avec de I’héparine contaminée.
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METHODOLOGIE

1. Matériel et réactifs

La BK et la des-Arg’-BK ont été achetées chez Peninsula Laboratories (Belmont,
CA, Etats-Unis). Les échantillons d’héparine contaminée et non contaminée ainsi
que le CSHS purifié nous ont été fournis par les Drs B. Westenberger et D. Keire
(FDA, Saint-Louis, MO, Etats-Unis). Le CSHS a été synthétisé par le laboratoire
d’analyse pharmaceutique de la FDA (Maruyama et al., 1998). La concentration
de CSHS des différents lots d’héparine contaminée a ét¢ dosée par méthode de
HPLC (Keire et al., 2009). L’énalaprilat provient de Merck Frosst (Kirkland, QC,
Canada). Le SD de haut poids moléculaire (PM : > 500 000), le CSA, le CSB, le
tampon phosphate salin (PBS) et le peroxyde d’urée proviennent de chez Sigma
Aldrich (Oakville, ON, Canada). La digoxigénine (DIG), le tris-HCI et le blocking
reagent pour le dosage immunoenzymatique de la BK et de la des-Arg’-BK ont été
obtenus chez Roche (Laval, QC, Canada). Le bicarbonate de sodium, le chlorure
de sodium et le Tween 20 ont été achetés chez Bioshop Canada (Burlington, ON,
Canada). Le substrat fluorescent K(Dnp)-PPK-(Abz) utilis¢ pour le dosage de
I’activit¢ de ’APP plasmatique a ét¢ développé en collaboration avec le Dr.
Adrianna K. Carmona (Université de Sdo Paulo, Brésil) (Molinaro et al., 2005).
L’ECA a ¢été dosée au moyen d’une méthode radioenzymatique (ALPCO
Diagnostics, Salem, NH, Etats-Unis). L’eau purifiée déionisée provient de la
compagnie Les Eaux Saint-Léger (Boucherville, QC, Canada). L’éthanol anhydre
a été acheté de Les Alcools de Commerce (Boucherville, QC, Canada). Tous les
autres réactifs sauf indication proviennent de chez Fisher Scientific (Montréal, QC,

Canada).

2. Echantillon de plasma
Sauf indication contraire, les différentes investigations biochimiques ont été
réalisées sur un pool de plasmas citratés recueilli chez des volontaires sains. Ces

investigations font I’objet d’un certificat d’éthique délivré par le Comité d’Ethique
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de la Recherche des Sciences de la Santé de 1I’Université de Montréal (dossier

numéro 650).

A cet effet, 18 ml de sang veineux ont été prélevés par écoulement libre dans des
tubes de polypropyléne contenant 2 ml d’une solution de citrate de sodium
trisodique (0,1 mol/L, pH7,4). Apres centrifugation (1250 g pendant 20 minutes a
température de la picce), le plasma est récupéré par décantation, aliquoté en
fraction de 1 ml dans des tubes de polypropyléne puis entreposé a -80°C. Les
différentes activations ont été réalisées sur un pool de cinq plasmas. Les plasmas
sont décongelés a 37°C pendant 10 minutes, vortexés et ensuite poolés a volume

¢gal dans des tubes en polypropyléne.

3. Préparation des solutions stock des différents activateurs

potentiels du systeme de contact
Une solution stock des différents activateurs potentiels (CSHS, SD, CSA, CSB,
héparine, héparine contaminée par le CSHS) est obtenue par dissolution de ces
différentes molécules a la concentration de 10 mg/ml dans le tampon PBS. Ces
solutions sont stockées dans des tubes de polypropyléne a -20°C. Lors de leur
utilisation, ces échantillons sont décongelés a la température de la piéce pendant
30 min et vortexés avant la préparation des différentes dilutions a étre testées. Lors
d’une injection en bolus d’héparine, la concentration plasmatique atteinte est de
410 pg/ml, ce qui correspond a une concentration de 100 ng/ml de CSHS dans le
lot le plus contaminé (Baglin et al., 2006). La concentration de 100 pg/ml sera

donc considérée comme standard pour tester les différents agents.
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4. Méthodes analytiques

4.1 Incubation du plasma avec les différents activateurs potentiels
4.1.1  Définition du pouvoir kininoformateur du CSHS et des molécules
apparentées.

Pour [D’obtention d’une inhibition compleéte de I’ECA, des concentrations
plasmatique allant 500 a 800 nM d’¢énalaprilate (un iECA) sont utilisées en
clinique. Ainsi, afin d’inhiber complétement I’ECA, le pool de plasmas défini a la
section précédente est préincubé a 37°C pendant 15 min avec une concentration
finale de 520 nM d’énalaprilate. Un volume de 450 uLL de plasma est déposé
goutte a goutte sur 50 pL d’une solution d’activateur ou de tampon PBS. Les
concentrations (ug/ml de plasma) testées sont représentées au Tableau 3.
L’échantillon est alors vortexé, puis incubé a 37°C pour une période de 120 min
avec agitation. La réaction est arrétée a différents temps (0, 5, 10, 20, 40, 60 et 120
minutes) par I’addition de 50 pL de plasma activé dans 2 ml d’éthanol anhydre
froid a une concentration finale de 80% v/v. Les échantillons sont incubés pendant
1 heure a 4°C pour permettre la précipitation des protéines. Ils sont ensuite
centrifugés (3000 g pendant 15 :min a 4°C). Le surnageant, contenant les peptides
solubles dont les kinines, est récupéré par décantation et évaporé a sec dans un
Speed Vac (Savant, Farmingdale, NY, USA). Les culots sont gardés a -20°C

jusqu’a leur utilisation pour le dosage de la BK immunoréactive.

Tableau 3. Les différentes concentrations d’activateur testées pour la définition

du pouvoir kininoformateur du CSHS et des molécules apparentées.

SD 1; 10; 100; 1000
CSHS 1; 10; 100; 1000
CSA 100
CSB 100

Héparine 100
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4.1.2 Effet de la dilution du plasma et de I'IECA sur le pouvoir
kininoformateur du CSHS

Dans un premier temps, 1’effet de la dilution du plasma a été testé sur le pouvoir

kininoformateur du CSHS et du SD. Pour ce faire, nous avons incubé différentes

dilutions du pool de plasma (20%, 40%, 60% et 80% de plasma dans du PBS) avec

le CSHS et le SD a la concentration finale de 100 ug/ml, et ce, en présence d’un

1IECA dans les conditions d’incubation décrites au point 4.1.1.

Dans un deuxiéme temps, 450 puL. du pool de plasma dilué a 50% dans le PBS est
préincubé ou non avec I'iECA (concentration finale de 520 nM) avant d’étre
incubé avec 50 pL de CSHS (concentration finale de 100 png/ml). L’incubation est

poursuivie comme décrit ci-dessus.

4.1.3  Etude du pouvoir kininoformateur de différents lots d’héparine
contaminée par le CSHS

Les différents lots d’héparine contenant des concentrations variables de CSHS sont
représentés au tableau 4. Dans tous les cas, la concentration finale d’héparine
utilisée était de 410 pg/ml, ce qui représente une concentration de CSHS de
100 pg/ml pour le lot d’héparine renfermant la concentration la plus élevée de
contaminant. Chacune de ces activations a été réalisée sur le pool de plasma porté
a la dilution sélectionnée ci-dessus et dans laquelle D’activit¢ de PECA a été

préalablement neutralisée.
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Tableau 4. Identification des différents lots d’héparine contaminée au CSHS testés
accompagné de leur % de CSHS (poids/poids) respectif et de la concentration
finale de CSHS pour 410 ug/ml d’héparine.

Héparine complémenté de CSHS

1 0 0,0
2 9,7 40,0
3 4,7 19,0
4 1,1 4,5

Héparine contaminée au CSHS

5 1,3 5,3

6* 3,1 13,0
7 5,9 24,0
8 10 41,0
9* 16,7 60,0
10* 24,3 100,0

*Lots d’héparine contaminée au CSHS ayant provoqué une RA

4.1.4- Effet de Dactivité plasmatique de ’aminopeptidase P sur les
profils métaboliques de la BK et de la des-Arg9-BK dans le
plasma incubé en présence d’héparine contaminée au CSHS

Pour ce faire, nous avons utilis¢ des plasmas de patients dialysés qui ont été
caractérisés précédemment (Desormeaux ef al., 2008). Six de ces plasmas avaient
une activit¢é moyenne d’APP plasmatique haute égale a 357 + 165 U (allant de
166 U a 488 U), alors que les huit autres avaient une activité moyenne de 1’APP
plasmatique basse égale a 16 = 3 U (allant de 4 U a 27 U). Chaque plasma dilué a
50 % dans le PBS est préincubé avec de 1’énalaprilate avant d’étre incubé avec
410 pg/ml d’héparine contaminée (échantillon numéro 10, Tableau 4.) contenant

100 pg/ml de CSHS. Les conditions d’incubations utilisées sont décrites en 4.1.1.
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4.2 Dosage des kinines
Les culots d’évaporation des différents extraits éthanoliques sont remis en solution
dans du tampon d’incubation (Tris-HC] 50mM, NaCl 100 mM, Tween 20 0,05 %

v/v, pH 7,4) avant le dosage des kinines immunoréactives.

Seule la BK a été dosée pour les 3 premicres conditions d’incubation (4.1.1 a
4.1.3) visant a mettre en évidence et a caractériser le pouvoir kininoformateur des
différents GAG et en particulier celui du CSHS. La BK et la des-Arg’-BK ont été
dosées pour la partie de notre travail visant a étudier I’influence de I’activité de
I’APP (4.1.4) sur I’accumulation des kinines au cours de 1’activation du systéme

de contact par I’héparine contaminée.

La BK et la des-Arg’-BK sont dosées par des méthodes immunoenzymatiques
compétitives développées et validées dans notre laboratoire (figure 11.) (Decarie
et al., 1994, Raymond et al., 1995). Pour ce faire, des immunoglobulines G
polyclonales de lapin hautement spécifiques dirigées contre la partie carboxy-
terminal de la BK ou de la des-Arg’-BK sont utilisées pour couvrir la surface des
puits d’une plaque de 96 puits. Les traceurs sont produits par le couplage de la BK

ou de la des-Arg’-BK a la DIG en partie amino-terminal.

Des plaques de 96 puits sont recouvertes (18 heures, 4°C) d’immunoglobuline G
anti-BK ou anti-des-Arg’-BK (concentration finale de 62,5 ng/ml pour BK et de
1,2 pg/ml pour la des-Arg’-BK) dans du tampon de fixation (bicarbonate 100 mM,
pH 9,5). Aprés lavage au moyen du tampon d’incubation, les puits sont saturés au

moyen de ce méme tampon pendant 2 heures a 37°C.

Apreés une nouvelle étape de lavage, on procede a I’étape d’immunoréaction
compétitive. Celle-ci consiste en une réaction de compétition (18 heures, 4°C)
entre la BK ou la des-Arg’-BK de la courbe de calibration (BK : 1179 pmol/ml &
1,15 pmol/ml; des-Arg’-BK : 1383 pmol/ml & 1,35 pmol/ml) ou du résidu
d’évaporation et leur traceur respectif (concentration finale de 155 fmol/ml pour
BK-DIG et 251 fmol/ml pour des-Arg’-BK-DIG) pour les sites anticorps fixés sur

le support solide. Aprés un nouveau cycle de lavage, la DIG fixée réagit avec des
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fragments Fab anti-DIG couplés avec la peroxydase de Raifort (HRPO) (dilution
1:3000, 2 heures, 25°C). Aprés lavage, la présence de complexes immuns est
révélée par la mesure de ’activité de la peroxydase. Cette dernicre est effectuée en
incubant pendant 45 minutes a 25°C les plaques avec une solution d’o-
phénylénediamine (1 mg/ml) dans du tampon citrate (citrate de sodium 50 mM,

acide citrique 30 mM, peroxyde d’urée 0,01% p/v, pH5,0)).

Traceur

&/ . &
o\ .

NWNHY\O

NH
*<<> DIG |
Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg
@ %>— DIG } HRPO
m %>— DIG >— HRPO Substrat Chromogéne

hv (450 nm) —

O

O

Figure 11. Schéma représentant les différentes étapes de la méthode
immunoenzymatique pour le dosage de la BK. D’abord, les immunoglobulines
G anti-BK sont déposées dans les puits d’une plaque de 96 puits. Ensuite,
I’échantillon a doser ou le standard est mis en compétition avec une quantité
connue de BK couplé¢ au traceur (DIG). Par la suite, des anticorps anti-DIG couplé
a la HRPO sont déposés dans chacun des puits. Finalement, une solution contenant
de I’o-phénilénediamine est incubée dans chaque puits. L’absorption du substrat

oxydé est lue a 450 nm.
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L’absorption de chaque puits est mesurée a 450 nm avec une longueur d’onde
référence a 630 nm (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, Etats-Unis). La
concentration de BK ou de des-Arg’-BK de 1’échantillon est ensuite mesurée en
rapportant son absorption sur la courbe de calibration (Figure 12.). Les valeurs de
’ED-50 de la BK et de la des-Arg’-BK sont respectivement de 8 et 10 pmol/ml.
Les limites de détection des immunoessais sont de 0,1 fmol/ml pour la BK et

27 fmol/ml pour la des-Arg’-BK.
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Figure 12. Courbe de calibration typique de la BK et de la des-Arg’-BK

obtenue par un immunoessai compétitif.
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5. Caractérisation de la BK immunoréactive

Les anticorps utilisés pour le dosage immunologique de la BK ont été induits
contre la partie carboxy-terminal de chaque peptide. La caractérisation de la
spécificité de cet anticorps a mis en évidence une réaction croisée des peptides
BK2.9) démunis d’activité pharmacologique (Raymond et al., 1995, Decarie et al.,
1994). 11 est donc nécessaire de vérifier la nature de la partie amino-terminal et
I’activité pharmacologique de chaque peptide immmunoréactif dosé. Pour ce faire,
le pool de plasma, préalablement traité avec 520 nM d’¢énalaprilate, est activé avec
100 pug/ml de CSHS, 100 pg/ml de SD ou 410 pg/ml d’héparine contaminée
(échantillon numéro 10, Tableau 4.) ou sans activateur. Les fractions
correspondant au pic de la BK immunoréactive sont recueillies (voir Tableau 5) et

soumises aux tests de caractérisations.

5.1 Caractérisation pharmacologique
La présence de 1’activité pharmacologique de BK a ¢été testée en utilisant un essai
mesurant la phosphorylation de ERK1/2, des protéines de la famille des MAPK
(Bawolak et al., 2007). Les extraits éthanoliques sont d’abord resuspendus dans
300 puL de saline (0,9% p/v). Des cellules HEK 293 surexprimant le RB2 conjugué
a la protéine fluorescente verte (GFP) sont traitées pendant 10 minutes avec
différentes dilutions de cette solution (1 :450, 1:180 et 1 :45), combiné ou non
avec l’antagoniste du RB2, le LF16-0687 (Laboratoires Fournier, Daix, France
(Pruneau et al., 1999)), dans un milieu de culture cellulaire standard contenant du
sérum bovin. Les cellules sont ensuite récupérées et mises dans un tampon de lyse
(10 mM Tris, 1,0 mM Na3;VOy, 1,0% SDS, pH 7,4, 5 minutes, 100°C). Le lysat
cellulaire est par la suite centrifugé a 15 000 g pendant 5 minutes. Les protéines
sont dosées par la méthode utilisant I’acide bicinchoninique (Pierce, Rockford, IL,
Etats-Unis). Le lysat (25 pg des protéines totales) est analysé par électrophorése
sur gel de polyacrylamide en présence de sodium dodécyle sulfate (SDS-PAGE,
gel de séparation concentré a 9% (Bachvarov et al., 2001)) et transféré sur une
membrane de polyvinylidéne bifluoride. La membrane est rincée pendant 20

secondes dans du méthanol et séchée pendant 1 heure a 25°C. La membrane est
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ensuite immergée dans un tampon de blocage (tampon de lavage (10 mM Tris
pH7,5, 100 mM NaCl, 0,1 % tween 20), 5% lait écrém¢) pendant 1 heure a
température piece. La membrane est incubée par la suite pendant 2 heures avec les
anticorps primaires anti-phospho-ERK1/2 et anti-ERK1/2 totale (anticorps
monoclonal et polyclonal respectivement, dilution 1:1000, Cell Signaling
Technology, Boston, MA, Etats-Unis). Aprés 30 minutes d’incubation dans le
tampon de lavage, les anticorps primaires sont conjugués a un anticorps secondaire
li¢ a la peroxydase de raifort (anticorps anti-immunoglobulines G de souris,
dilution 1 :16 000, une heure, 25°C, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
Etats-Unis). Aprés un lavage de 30 minutes, les anticorps sont révélés en utilisant
le kit Western Blot Chemoluminescence Reagent Plus (NEN Life Science
Products, Waltham, MA, Etats—Unis).

5.2 Caractérisation physicochimique des kinines immunoréactives
par séparation par chromatographie liquide a haute pression.

Les résidus de I’extrait éthalonique contenant de la BK et de la des-Arg’-BK sont
dissous dans 200 pL de KH,PO4 5 mM a pH 3,0 contenant 25% d’acétonitrile et
1,0% de H3PO4. La séparation par chromatographie liquide a haute pression
(HPLC) a été réalisée sur un Agilent 1100 Series (Agilent Technologies Canada,
Mississauga, ON, Canada) avec une colonne d’aspartamide 2-sulfoéthyle
(PolySULFOETHYL A™. The Nest Group Inc., Southborough, MA, Etats—Unis)
et en utilisant un gradient linéaire de KCI1 (0 a 300 mM) dans du KH,PO4 (5§ mM,
25 % d’acétonitrile (v/v), pH 3,0) pour 30 minutes a un débit de 1 ml/minute. Les
différentes fractions récupérées sont évaporées avant la quantification de la BK par
immunoessai tel que décrit ci-dessus. Le temps de rétention de toutes les fractions
immunoréactives est ensuite comparé a celui des peptides standards (Decarie et al.,

1994, Raymond et al., 1995).
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6. Dosage de P’activité plasmatique de ’APP

L’activité de I’APP plasmatique est mesurée en cinétique a 1’aide du substrat
fluorescent K(Dnp)-PPK-(Abz) (Synthétis¢ par le Pr. Adrianna Carmona,
département de biophysique, Escola Paulista de Medecine, Universidade Federal
de Sao Paulo, Sao Paulo, Brésil (Molinaro et al., 2005)). Chaque échantillon est
dosé en triplicata. Un volume de 10 uL de plasma est déposé avec 125 uL de
tampon HEPES (100 mM, pH 7,4) contenant de I’énalaprilat (concentration finale
de 5,2 uM). Un volume de 15 pL de substrat fluorescent est ajouté (concentration
finale de 10 uM). La fluorescence émise est lue a 1’aide d’un fluoriméetre FL600
microplate fluorescence reader (BioTek, Winooski, VT, FEtats-Unis) & une
longueur d’onde d’excitation de 340 nm et une longueur d’onde d’émission de
420 nm. L’analyse s’effectue sur 1 heure et les mesures sont prises toutes les 5
minutes (Molinaro et al., 2005). Les unités de fluorescence sont converties en
pmol de substrat hydrolysé en utilisant une courbe standard de la fluorescence
émise par ’hydrolyse compléte de huit concentrations différentes de substrat. Les

résultats sont exprimés en pmol de substrat hydrolysé¢/min/ml de plasma.

7. Traitement statistique des résultats

Pour chaque condition d’incubation, nous avons calculé les aires sous la courbe
(ASC) et le pic de concentration des différents profils cinétiques de la BK et de la
des-Arg’-BK. Ces ASC ont été calculées par la méthode trapézoidale en utilisant le

programme GraphPad Prism 4,0.

Les résultats obtenus (moyenne + €cart-type) ont ét¢ comparés en utilisant un test t
de Student ou une ANOVA selon le cas. P<0,05 a été considéré significatif pour

les différentes comparaisons.
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PRESENTATION ET ANALYSE DES RESULTATS

1. Pouvoir kininoformateur du CSHS : comparaison avec celui du

SD

La figure 13A représente de fagon comparative la cinétique de libération de la BK
lorsque le pool de plasma, préincubé avec 1’énalaprilat, est incubé en présence de
CSHS et de SD a la concentration finale de 100 pg/ml. La concentration maximale
de BK mesuré pendant le processus d’activation en présence de CSHS (115 +
28 pmol/ml) est significativement inférieure a celle observée en présence de SD
(377 + 42 pmol/ml). De plus, cette concentration maximale en présence de CSHS
apparait plus tardivement (19,2 + 06 min) que celle en présence de SD (7,2 +
04 min). La quantit¢ de BK mesurée pendant les 120 minutes d’incubation en
présence de CSHS ou de SD pour des concentrations variant de 1 a 1000 pg/ml a
été estimée par le calcul de I’ASC des différents profils cinétiques pour ces
différentes concentrations. Les valeurs sont représentées de fagon comparative a la
figure 13B. Pour des concentrations variant entre 1 et 10 pg/ml, les quantités de
BK mesurées en présence de SD sont respectivement de 1,86 + 0,02 nmol et de
1,58 = 0,03 nmol. La quantité de BK libérée est par contre semblable pour des
concentrations de SD de 100 et de 1000 pg/ml (respectivement 11,38 + 0,72 nmol
et 10,76 £ 15 nmol). Par contre, les quantités de BK mesurées en présence de
CSHS augmentent progressivement (1,31 + 0,02, 2,84 + 0,02, 5,31 = 0,49, 9,15 £

0,09 nmol) pour des concentrations d’activateur allant de 1 a 1000 pg/ml.

Dans des conditions identiques d’incubation, la quantité totale de BK mesurée en
présence de CSA, de CSB et d’héparine (0,57 £ 0,01, 0,63 £ 0,01 et 2,38 =+
0,06 nmol) est significativement inférieure a celle mesurée en présence de CSHS a
la méme concentration de 100 pg/ml (5,31 + 0,49 nmol). Ces quantités sont
cependant toutes supérieures a celle mesurée lorsque le plasma est incubé en

absence d’activateur (0,38 + 0,02 nmol). Enfin, contrairement au CSHS, les profils
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mesurés en présence de CSA, de CSB et d’héparine ne présentent pas de pic de

concentration (Figure 14 A et B).
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Figure 13. A : Profils cinétiques moyens (n=6) de la BK obtenu lorsque le plasma
(90%) est incubé avec 100 ug/ml de SD (@), 100 pg/ml de CSHS (o) et avec le
tampon PBS seul (0) en présence d’un iECA. B : ASC (n=3) correspondant aux
profiles cinétiques du pool de plasma lorsqu’incubé avec du SD (m) ou du CSHS
(o) a des concentrations de 1, 10, 100 et 1000 pg/ml. Les barres d’erreurs
représentent ’erreur type; lorsque la valeur est trop basse, la barre n’est pas

indiquée. (*p<0,0001 comparé au PBS)
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Figure 14. A : Profils cinétiques moyens (n=3) de la BK dosée sur un pool de
plasma activé par 100 pg/ml de CSHS (m), 100 pg/ml de CSA (o), 100 pg/ml de
CSB (©) ou 100 ug/ml d’héparine non contaminée (®) en présence d’un iECA. B :
ASC (n=3) correspondant aux profils cinétiques représentés en A. Les barres
d’erreurs représentent I’erreur type; lorsque la valeur est trop basse, la barre n’est

pas indiquée. (*p<0,002 comparé au PBS, ©p<0,0001 comparé¢ au CSHS)
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2. Effet de la dilution du plasma sur le pouvoir kininoformateur
du CSHS et du SD

La quantit¢ de BK libérée, estimée par le calcul de I’ASC, augmente
progressivement lorsque des dilutions successives du plasma, préincubée avec de
I’énalaprilate, sont incubées avec le CSHS (5,31 + 0,49 a 31,88 £+ 0,50 nmol) ou le
SD (11,38 + 0,72 a 40,4 + 1,14 nmol) & la concentration finale de 100 pg/ml
(Figure 15). Une dilution du plasma de 50 %, intermédiaire entre 40 et 60%, a été
sélectionnée pour la suite de notre travail puisqu’elle est compatible avec la

dilution du plasma du patient dialysé¢ au moment du branchement.

ASCBK (nmol)
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Figure 15. ASC (n=3) correspondant a la quantité totale de BK libérée pendant
120 minutes d’activation de différentes dilutions du pool de plasma (20, 40, 60, 80,
90%) avec 100 pg/ml de SD (m) ou de CSHS (0O) en présence d’un iECA. Les

barres d’erreurs représentent I’erreur type.
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3. Effet de P’inhibition de PECA sur le pouvoir Kininoformateur

du CSHS

La figure 16 illustre de facon comparative les profils cinétiques de la BK
lorsqu’une dilution de 50% du plasma préincubé ou non en présence
d’¢énalaprilate est incubée en présence de CSHS a la concentration finale de
100 pg/ml. La partie descendante de ce profil est ralentie en présence d’iECA ce
qui correspond a I’inhibition de la voie métabolique principale de la BK.
L’inhibition de ’ECA s’accompagne d’une augmentation significative de I’ASC

(12,26 = 0,21 nmol versus 3,93 &+ 0,06 nmol).
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Figure 16. Profils cinétiques moyens (n=3) de la BK obtenus lorsque le pool de
plasma (50%) est activé par 100 pg/ml de CSHS en absence (®) ou en présence (0)
d’un iECA. Dans I’encadré sont illustrées les ASC correspondant aux deux profils

cinétiques. Les barres d’erreurs représentent I’erreur type. (*<p0,0001)
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4. Pouvoir kininoformateur de I’héparine contenant ou non du

CSHS

Comme le montre la figure 17, I’incubation du plasma, préincubé avec de
I’énalaprilat et dilué¢ (50%), avec I’héparine seule s’accompagne de la libération de
BK qui est significativement supérieur a celle mesurée pour le plasma dilué seul.
Par contre, la concentration maximale (20,6 + 0,5 pmol/ml) et la quantité totale
(2,38 £ 0,06 nmol) libérée en présence de I’héparine seule sont significativement
inférieures a celles libérées en présence de la méme quantit¢ d’héparine
(410 pg/ml) contaminée a 24,3% de CSHS (7,4 = 0,15nmol et 87,2 =+
6,8 pmol/ml).

La figure 18 illustre de facon comparative la corrélation calculée entre la quantité
ajoutée ou contaminée de CSHS dans 410 pg d’héparine et, d’une part (figure
18A) le pic de concentration de BK (y=2,04x+38,10; R2=O,93) ou, d’autre part
(figure 18B), la quantité totale de BK libérée (y=0,150x+3,535; R*=0,87). De
plus, les lots d’héparine contaminée au CSHS ayant été associés aux RA ont tous

mené une libération hautement significative de BK dans le plasma.
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Figure 17. A : Profils cinétiques moyens (n=3) de la BK obtenu lorsqu’un pool de
plasma est incubé avec du PBS (0), 410 pg/ml d’héparine non contaminée (®) ou
410 pg/ml d’héparine contaminée avec le CSHS (o) en présence d’un iECA. Les
figures B et C représentent respectivement I’ ASC et les concentrations maximales
de BK des deux profils cinétiques présentés en A. Les barres d’erreurs représentent

I’erreur type. (*<p0,0001)
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Figure 18. Corrélation entre la concentration de CSHS (%) contaminant (e®) ou
complémentant (m) I’héparine et le pic de libération (A) ou la quantité totale
libérée (B) pendant 120 minutes dans un pool de plasma dilu¢ a 50% et activé par
410 pg/ml d’héparine en présence d’un iECA (n=6). Les lots d’héparine associés
aux RA sont représentés par des cercles vides (o). Les barres d’erreurs
représentent I’erreur type; lorsque la valeur est trop basse, la barre n’est pas

indiquée. (*p<0,0001 comparé a I’héparine non contaminée)
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5. Effet de Dactivité plasmatique de DI’APP sur le pouvoir

kininoformateur
Les figures 19A et B illustrent de mani¢re comparative les profils cinétiques
moyens de la BK et de la des-Arg’-BK respectivement lorsque les plasmas dilués a
50%, présentant une activité plasmatique de I’APP basse ou élevée, préincubés
avec de I’¢énalaprilat, sont incubés en présence de 410 pg/ml d’héparine
contaminée a 24,3 % par du CSHS (lot numéro 10) en présence d’un iECA. Autant
pour la BK que pour la des-Arg’-BK, le pic de libération est significativement plus
élevé pour les APP basses (BK: 114 + 19 pmol/ml; des-Arg’-BK: 158 +
24 pmol/ml) que pour I’APP haute (BK : 47 + 13 pmol/ml; des-Arg’-BK : 75 +
15 pmol/ml). Les plasmas ayant une activité plasmatique de I’APP basse ont un
métabolisme des kinines qui est diminué¢ (ASC BK : 11,1 + 0,8 nmol; ASC des-
Arg’-BK : 16 + 2 nmol) par rapport aux plasmas ayant une activité élevée de

I’APP (ASC BK : 7,8 £ 0,3 nmol; ASC des—Argg-BK : 8 £ 1 nmol).
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Figure 19. Les figures (A) et (B) représentent respectivement les profils cinétiques
moyens (n=3) de la libération de BK et de la des-Arg’-BK sur des plasmas activés
par 410 pg/ml d’héparine contaminée et ayant une activité plasmatique de I’APP
haute (@) ou basse (©). C : ASC correspondant aux profils cinétiques illustrés en A
et en B. Les barres d’erreurs représentent I’erreur type. (*p<0,02 comparé aux

plasmas ayant une activité de I’ APP haute)
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6. Caractérisation de la BK

6.1 Caractérisation pharmacologique
Dans des cellules HEK 293 surexprimant le RB2 li¢ a la GFP, les extraits
¢thanoliques des plasmas activés par le 100 ug/ml de CSHS, de SD ou de
410 pg/ml d’héparine contaminée (lot #10) active la phosphorylation de ERK1/2
(dilution finale de 1:45; Figure 20A). Cette activation n’est pas observée lorsque
les cellules sont stimulées par des extraits éthanoliques de plasma n’ayant pas été
activé préalablement. La figure 20B montre que plus I’extrait éthanolique est dilué,
moins ERK1/2 sera activé. Une calibration réalisée avec de la BK pur permet
¢galement d’évaluer la quantit¢ de BK présente dans les extraits éthanoliques
dilués a 1:45 a pres de 10 nM. De plus, lors de I'utilisation d’un antagoniste du
RB2 (LF16-0687), I’activité pharmacologique des extraits éthanoliques provenant
de plasmas activés avec du CSHS, du SD ou de I’héparine contaminée est

grandement diminuée (Figure 20C).
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Figure 20. Réponses signalétiques de cellules HEK 293 surexprimant RB2
couplés a la GFP suite a leur induction par des extraits éthanoliques de
plasma. A : Immunoblots de ERK1/2 phosphorylé et de ERK1/2 total suite a 10
minutes d’incubation des cellules avec les extraits éthanoliques dilués (1:45)
provenant de plasma ayant précédemment été incubés avec 100 pg/ml de CSHS,
de SD ou avec 410 ug/ml d’héparine contaminée (hépC), ou du PBS
correspondant respectivement a une concentration de BK immunoréactive de 5,6;
4,8; 18,1 et 0,0 pmol/ml. B. Effet de I’ajout de BK au milieu de culture ou de
différentes dilutions des extraits éthanoliques provenant de 1’activation du plasma
par I’héparine contaminée ou par le CSHS. C. Effet de I’antagoniste du RB2 LF
16-0687 (1 uM) sur I’activation de ERK1/2 induite par les extraits éthanoliques.
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6.2 Caractérisation physicochimique des kinines immunoréactives
par séparation par chromatographie liquide a haute pression.
Comme le montre la figure 21, un pic d’immunoréactivité (figure 21A) a pu étre

mesuré apres 20 minutes d’¢lution. Ce pic correspond au temps de rétention de la

BK standard illustré a la figure 21B.
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Figure 21. Profil d’élution de la BK immunoréactive suite 2 une HPLC. A. BK

libéré suite a I’activation du plasma par du SD (H), du CSHS (O) ou de I’héparine

contaminée au CSHS (O) B. Profil chromatographique standard des kinines dans

un systéme HPLC utilisant une colonne échangeuse de cations (1 = des-Arg’-BK;

2 = BK; 3 = lys-BK; 4 = lys-des-Arg’-BK).
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DISCUSSION

Quoique découverte il y a environ 100 ans, 1I’héparine est encore utilisée en
clinique humaine (McLean, 1916, Liu et al, 2009). Contrairement a d’autres
médicaments d’origine biologique, tels que I’insuline ou ’activateur tissulaire du
plasminogeéne recombinant, I’héparine extraite des tissus animaux, en particulier
de la muqueuse intestinale de porc, n’a pas ,a ce jour, €té remplacée par une
héparine issue d’une méthode biotechnologique, et ce, méme si des recherches
intenses sont actuellement menées a cette fin (Toschi and Lettino, 2007, Lindahl et

al., 2005, Linhardt et al., 2007, Zhang et al., 2008, Munoz et al., 2006).

Le mécanisme d’action unique de I’héparine explique pourquoi a 1’heure actuelle
les besoins en cet anticoagulant sont si importants. De plus, le fait que le porc soit
la seule source d’héparine permet de comprendre pourquoi la Chine (le plus
important producteur de porcs) est le fournisseur principal d’héparine dont les

besoins mondiaux sont estimés a plus de 100 tonnes/année (Villax, 2008).

Au milieu de I’année 2006, les porcs chinois ont été touchés par un virus
s’attaquant au systéme reproducteur et respiratoire, communément appelé : « Blue-
Ear Disease ». Au méme moment, le colit de la nourriture pour les porcs a
significativement augmenté. Ne pouvant financierement supporter cette hausse du
colt de production ainsi que les pertes occasionnées par le virus, un grand nombre

d’éleveurs de porcs ont dii abandonner cette activité (Villax, 2008).

L’augmentation de la demande mondiale en héparine, la diminution du nombre
d’¢leveurs de porc en Chine ainsi que 1’augmentation du cotit d’¢élevage du porc a
occasionné une augmentation directe du cotlit de production et du prix de vente de
I’héparine (voir Tableau S5.). La combinaison de ces trois éléments pourrait
expliquer pourquoi cette situation mondiale a conduit a I’introduction délibérée
d’un contaminant proche de I’héparine douée de propriétés anticoagulantes et au

colt de production étant 10 fois moindre (voir Tableau 6.) (Villax, 2008).
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Tableau 5. Prix de vente moyen de [’héparine d’origine chinoise a la fin de

[’année 2006 versus celui de la fin de ’année 2007 (Villax, 2008).

1300$/kg 2700/kg

Méme si la source de cette contamination reste a ce jour inconnue, elle serait
vraisemblablement passée inapercue si ce ne fut cette incidence de RA associées a
I’injection intraveineuse d’héparine d’origine chinoise principalement chez des
patients dialysés. Le nombre de ces réactions, considéré par certains auteurs
comme une Vvéritable épidémie (Blossom ef al., 2008) ne rend cependant pas
compte des réactions associées a [’utilisation des différents lots d’héparine
contaminées et dispersées dans 11 pays et qui n’ont pas été rapportées aux

autorités compétentes.

La détection du CSHS a en effet nécessit¢ la mise en ceuvre de méthodes
d’investigations sophistiquées telle que la RMN & deux dimensions et
I’¢lectrophorese capillaire. Le mécanisme physiopathologique des RA n’a
cependant été que partiellement élucidé. Méme si certaines évidences indirectes
plaident pour un rdle des kinines, et en particulier de la BK, dans Ia
symptomatologie de ces RA, aucune évidence définitive n’existait au moment de
débuter mes travaux de maitrise pour montrer que le contaminant d’origine

synthétique posséde un pouvoir kininoformateur.

Tableau 6. Profits engendrés par la substitution de [’héparine par du CSHS
(Villax, 2008).

>1000S/kg <100S$/kg 90% 10% 103 30tonnes 133 millionsde $
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Pour tenter de mettre en évidence le pouvoir kininoformateur du CSHS, nous
avons adapté, en le modifiant, un protocole expérimental mis au point dans notre
laboratoire pour la définition des différents parametres cinétiques caractérisant le
métabolisme plasmatique des kinines chez le sujet normal (Decarie et al., 1994,
Raymond et al., 1995) et chez les patients traités par un iECA et qui avaient
développé un angiocedéme (Adam et al., 2002, Molinaro et al., 2002a), une RA en
dialyse (Molinaro et al., 2006, Desormeaux et al., 2008), ou une réaction

d’hypotension sévere lors d’une transfusion sanguine (Moreau et al., 2007, Arnold

et al., 2004).

Dans notre travail de Maitrise, nous avons cependant remplacé 1’activateur de
référence de la phase contact de matiére solide, les billes de verre, par un
activateur soluble dans le plasma, le SD, plus proche par sa nature des différents
GAG a étre testés et, en particulier, du CSHS et de 1’héparine contaminée. Au
cours d’essais préliminaires, nous avons pris grands soins de standardiser les
différents parameétres : prise de sang, préparation et conservation du plasma, des
solutions stock des différents activateurs. Cette fagon de faire nous a permis de
mieux controler les facteurs de variations aléatoires associ€s a 1’origine biologique

des différents activateurs.

Dans ces conditions optimales d’incubations, nous avons, dans un premier temps,
montré que le CSHS avait la capacité de libérer la BK immunoréactive
lorsqu’incubé dans le pool de plasma en présence d’énalaprilat a la concentration
nécessaire pour inhiber ’activité de ’ECA. Le pic de concentration de la BK
libérée est cependant moindre et plus tardif que celui du SD a la méme
concentration. Cette observation peut étre expliquée par une différence de structure
et de masse moléculaire des deux activateurs. Le caractere tardif du pic de la BK
relaché en présence de CSHS pouvait aussi suggérer 1’activation d’une autre voie
kininoformatrice. En effet, dans une étude princeps consacrée au rdle des kinines
dans la physiopathologie des angiocedémes chez les patients souffrant d’un
accident vasculaire cérébral et traités au moyen de D’activateur tissulaire du

plasminogéne recombinant, Molinaro et collaborateurs avaient montré que la
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plasmine a la capacité d’hydrolyser le KHPM et de libérer la BK avec un pic de
concentration plus tardif (3 heures) que celui observé lors de 1’activation de la
phase contact (5 minutes) (Molinaro et al., 2002b). Méme si, Carranza et
collaborateurs ont montré récemment que le CSHS potentialise 1’action activatrice
de lactivateur tissulaire du plasminogene, nous n’avons pu montrer une activation
du plasminogene par le CSHS ni la libération subséquente de la BK (données non

montrées)(Carranza et al., 2008a, Carranza et al., 2008b).

Dans ces mémes conditions et & cette méme concentration de 100 pg/ml, nous
avons aussi observé un pouvoir kininoformateur, moins ¢élevé cependant, du CSA,
du CSB et de I’héparine. Ce pouvoir kininoformateur était environ 100 fois
moindre. Ainsi, ces études nous montrent I’importance de la masse moléculaire et
de la charge négative des différents GAG dans la libération des kinines. Cette
premicre série d’incubation a été réalisée en présence d’un iECA pour 3 raisons au
moins. D’abord, la présence de I'iECA rend moins fugace le pic de BK. En effet,
dans des études précédentes (Decarie et al., 1996b, Blais et al., 1997b), nous avons
montré que I’ECA est la voie métabolique majeure de la BK et compte pour plus
de 50% de I’activité kininasique totale dans le plasma humain. La deuxiéme raison
est que nous avons, des le début, suspecté une similitude de physiopathologie entre
les RA associées aux héparines contaminées par le CSHS et les RA associée a une
membrane de dialyse chargée négativement chez les patients recevant un iECA. La
troisiéme raison est que le quart des patients au moins ayant présenté une RA suite
a I’injection intraveineuse d’héparine contaminée par le CSHS était traité par un

iIECA (Blossom et al., 2008).

Le deuxi¢me facteur que nous avons étudié est I’influence de la dilution du plasma
sur la quantité de BK libérée au cours de 1’incubation avec le CSHS ou le SD. Le
facteur nous a semblé important a étudier puisque les RA se produisent au début
de la dialyse au moment du branchement. A ce moment, le sang du patient arrive
en contact avec le liquide de ringage du dialyseur, le plus souvent une solution
physiologique, et est dilué par ce dernier. C’est a ce moment que se produit un

déséquilibre entre les protéases (FXIla et KK) formées lors de I’activation du
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systéme de contact et I’antiprotéase (C,INH) responsable de I’inhibition de ces
protéases a sérine. Ce déséquilibre est responsable de la formation de BK en
quantité plus importante, non compensée par un métabolisme équivalent puisque
I’ECA est bloquée et I’activité de I’APP et de la CPN est diminuée dans les mémes
proportions par la dilution du plasma. La quantit¢ de BK accumulée lors de
I’incubation en présence de SD et de CSHS augmente pour des concentrations de
plasma variant de 90% a 20%, montrant ainsi que la quantit¢ de KHPM n’est pas
un facteur limitant de la quantité de BK libérée. Nous avons choisi pour la suite de
notre travail une dilution de 50% compatible avec la situation clinique. Les essais
réalisés sur une telle dilution du plasma en présence et en absence d’'un iECA
confirment et renforcent I’importance de 1’inhibition de ’ECA dans la quantité de
BK libérée et accumulée. De plus, dans ces mémes conditions, nous montrons
clairement qu’une concentration d’héparine de référence, compatible avec la
concentration obtenue in vivo suite a un bolus intraveineux (Otterstad and
Brosstad, 2003), a la capacité de libérer la BK a partir de son précurseur. Cette
libération est cependant tout a fait différente tant qualitativement que
quantitativement au profil mesuré en présence d’héparine contaminée et associée a

une RA.

Dans ces conditions, compatibles avec la situation rencontrée au début de la
dialyse, nous avons testé différents lots d’héparine soit additionnée de CSHS soit
contaminée avec ce dernier. Nous montrons clairement une relation hautement
significative entre la quantit¢é de CSHS et le pic de concentration mesuré ou la
quantité¢ totale de BK accumulée au cours de I’incubation. Cette relation est
particuliérement intéressante pour les lots d’héparine contaminée ayant causé une

RA.

De plus, la corrélation hautement significative calculée entre la quantité de CSHS
contaminant ou ajouté et le pic de concentration ou la quantité totale de BK libérée
plaide en faveur d’une identité entre le CSHS de syntheése (Maruyama et al., 1998)

et celui isolé des lots d’héparine contaminée.
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Aprés avoir étudié la nature du facteur kininoformateur, 1’'importance de la
présence d’un agent pharmacologique (I'iECA) et de la dilution du plasma sur le
profil cinétique de libération de la BK lors de ’activation du plasma, nous avons
test¢ le facteur patient dans I’hypothése d’un aspect multifactoriel des RA
associées aux héparines contaminées d’origine chinoise. Pour ce faire, nous avons
utilisé deux groupes de plasma provenant de patients dialysés avec une membrane
en polyacrylonitrile, chargée négativement, et simultanément traités au moyen
d’un iECA. La valeur de I’APP, deuxieéme voie métabolique de la BK et seule voie
de dégradation de la des-Arg’-BK en présence d’un iECA, permet de séparer ces
¢chantillons plasmatiques. Les plasmas avec une activité plasmatique de 1’APP
basse proviennent de patients ayant présenté une RA dans les conditions de dialyse
discutées ci-dessus. Les patients avec une activit¢ de ’APP a D’intérieur de
I’intervalle de référence n’avaient jamais présenté ce type d’inconvénient. Dans les
conditions d’incubations discutées ci-dessus, nous montrons clairement que la
valeur de ’APP influence la quantité de des-Arg’-BK formée, observation déja
rapportée par notre groupe pour les RA classiques en cours de dialyse. Cependant,
dans ces conditions, pour la premiere fois, nous mettons en évidence I’influence de
I’activit¢ de I’APP sur I’accumulation de la BK et ce, grace a la dilution du

plasma.

La caractérisation physico-chimique, pharmacologique et métabolique de la BK
immunoréactive compléte les évidences partielles de la participation de la BK dans
la physiopathologie des RA (Kishimoto et al., 2008). Les évidences rapportées
plus tot par Kishimoto et collaborateurs consistent en une réaction hypotensive
lorsque le matériel contaminé est injecté & un nombre limité de porcs, sans méme
apporter de précision sur la spécificité de 1I’effet pharmacologique. Cette spécificité
aurait pu étre mesurée a 1’aide d’un antagoniste du RB2 tout comme rapporté lors

des RA associées aux membranes de polyacrylonitrile (Krieter ez al., 1998).

Comme les anticorps utilisés pour la quantification de la BK réagissent également
significativement avec la BKp,.9) dépourvue d’arginine en position 1 et d’activité

pharmacologique, 1’immunoréactivité détectée aprés séparation par HPLC
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confirme que le peptide relaché durant I’activation du systéme de contact par le
CSHS, I’héparine contaminée ou le SD correspond a la forme native de la BK et

possede une activité¢ pharmacologique pour le RB2.

La question que nous pouvons nous poser est la suivante: qu’elle est la
signification physiopathologique de nos résultats? La quantité totale de BK
pharmacologiquement active libérée lors de I’incubation du plasma avec les
différents lots d’héparine contaminée variait entre 1,38 et 7,43 nmol. Cette
quantité totale mesurée a 1’aide de I’ASC corrobore avec le pic de concentration de
BK des différentes conditions d’incubations. De plus, de telles quantités de BK
libéré se retrouvent dans le méme intervalle que les valeurs chez les patients traités
au moyen d’un iECA et ayant présenté une RA en dialyse avec une membrane
¢lectronégative (Adam et al., 2007). De méme, une expérience in vivo a montré
que le SD injecté par voie intraveineuse chez le lapin trait¢ au moyen d’un iECA
conduit a une réaction d’hypotension importante correspondant spécifiquement a
I’hydrolyse du KHPM et a la libération de BK, cette hypothése étant supprimée
par I’injection d’un antagoniste du RB2 (Sabourin ef al., 2001).
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CONCLUSION

Dans ce mémoire, nous avons appliqué I’expertise développée dans notre
laboratoire a I’étude d’un probléeme de santé publique associée a la
mondialisation : le role des kinines, et en particulier celui de la BK et de la des-
Arg’BK, dans la physiopathologie de RA associées a I’injection d’héparine

contaminée par le CSHS.

Nos résultats complétent ceux publiés jusqu'a présent, mais montrent ¢galement le
caractere complexe et multifactoriel des mécanismes conduisant a 1’accumulation
de BK et de des-Arg’-BK a des concentrations potentiellement responsables de la

symptomatologie de ces RA potentiellement mortelles.

L’approche expérimentale développée dans notre mémoire peut étre appliquée a
des RA qui pourraient étre associées a des contaminants d’autres médicaments

injectables d’origine biologique comme le collagéne ou le CSA par exemple.

D’autre part, des efforts de recherche intense sont actuellement développés pour
remplacer 1’héparine extraite de tissus animaux par une ou des héparines d’origine
biotechnologique. Dans ce cas ¢galement, notre travail de mémoire pourrait étre
utile pour prévoir ce type d’effet secondaire avant la mise en marché de ces

nouveaux médicaments injectables.
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