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After Xigris®, what is the future for drugs targeting haemostasis in sepsis treatment?
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Résumé Le traitement du sepsis sévere par la protéine C acti-
vée (Xigris®) a suscité beaucoup d’espoir mais aussi fait cou-
ler beaucoup d’encre. Le rationnel de son évaluation dans
cette indication était basé sur une connaissance de plus en plus
approfondie de la physiopathologie du sepsis sévére qui a
clairement mis en exergue un emballement réciproque des
processus d’inflammation et de coagulation chez ces patients.
La protéine C activée, comme d’autres inhibiteurs de la coa-
gulation, posséde des propriétés anti-inflammatoires en plus
de leur activité anticoagulante, faisant de ces protéines des
candidats intéressants dans cette indication. Cependant, aprés
le retrait du marché de la protéine C activée et les résultats
négatifs des essais de phase III évaluant deux autres inhibi-
teurs, I’inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (TFPI) et
I’antithrombine, reste-t-il une place pour ces médicaments
ciblant ’hémostase ? D’autres pistes comme [’utilisation de
thrombomoduline soluble, le développement de variants opti-
misés de la protéine C activée ou le développement d’inhibi-
teurs des axes facteur tissulaire-FVIla ou FXIa-FXIla restent
des pistes intéressantes et sont, pour certaines d’entre elles, en
cours d’évaluation.

Mots clés Sepsis - Hémostase - Inhibiteurs de la
coagulation - Traitements

Abstract Treatment of severe sepsis with activated protein C
(Xigris™) has generated great hopes but has also been a sub-
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ject of controversy. The rational for its evaluation in this
indication was based on the increasing knowledge regarding
severe sepsis pathophysiology, which has clearly highlighted
a reciprocal runaway between inflammation and coagulation
processes in these patients. Activated protein C, like other
coagulation inhibitors, possesses anti-inflammatory proper-
ties in addition to their anticoagulant activity, making them
attractive candidates in this indication. However, after
Xigris® withdrawal and the negative results of phase III
trials evaluating two other inhibitors, tissue factor pathway
inhibitor (TFPI) and antithrombin, is there still a place for
new drugs targeting haemostasis? The use of soluble throm-
bomodulin, development of optimized variants of activated
protein C as well as inhibitors of both tissue factor-FVIla and
FXIla-FXIa axes are currently under evaluation.

Keywords Sepsis - Haemostasis - Coagulation inhibitors -
Treatments

Introduction

Le sepsis résulte d’une infection entrainant une réaction
inflammatoire d’abord localisée qui va déborder les systémes
de défense de I’organisme et se généraliser pour aboutir a un
ensemble de symptdmes systémiques. Lorsqu’une défaillance
d’organe est observée, on parle de sepsis sévere. Pendant
longtemps, on a considéré que le sepsis était la conséquence
d’une réponse inflammatoire incontrdlée de I’organisme a une
infection, aboutissant a la mise en place de nombreux essais
thérapeutiques a visée anti-inflammatoire dans cette patholo-
gie. Cette approche s’est avérée inefficace, et aujourd’hui
encore, plus de 750 000 sujets par an développent un sepsis
aux Etats-Unis [1]. Parmi ceux-ci, 210 000 en meurent malgré
la mise en ceuvre des thérapeutiques conventionnelles. Il est
aujourd’hui admis que le sepsis implique non seulement
I’inflammation, mais aussi la coagulation qui tient une place
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essentielle dans la physiopathologie du sepsis sévere, ces
deux composantes étant intimement liées [2].

La coagulation et sa régulation

Le déclenchement de la coagulation survient de maniére
physiologique lors de la mise en contact du sang avec les
tissus vasculaires sous-endothéliaux riches en facteur tissu-
laire (FT) au niveau d’une bréche vasculaire. Le FT, qui est
une glycoprotéine transmembranaire constitutivement expri-
mée dans le sous-endothélium, est le facteur initiateur prin-
cipal de la cascade enzymatique de la coagulation. Les enzy-
mes de cette cascade sont des sérines-protéases, ainsi
nommeées car elles possédent une sérine dans leur site actif.
Le FT fixe le FVII et la petite fraction de FVII qui circule
naturellement sous forme activée (FVIIa) pour former un
complexe capable d’activer efficacement le FX en FXa
(Fig. 1). Le FXa formé en faible quantité va alors permettre
la génération des premiéres traces de thrombine en activant
la prothrombine. Cependant, les quantités de thrombine pro-
duites sont, a ce stade, trop faibles pour permettre le clivage
du fibrinogéne en fibrine. Une phase d’amplification est
nécessaire pour atteindre le seuil critique de thrombine géné-
rée capable d’induire la formation d’un thrombus fibrinopla-
quettaire, et c’est la thrombine elle-méme qui est a I’origine
de cette amplification, en activant le FXI, le FV et le FVIIL
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Fig. 1 Représentation simplifiée de I’activation de la coagulation.
La phase d’initiation est représentée par les fléches bleues,
les mécanismes d’amplification par les fléches rouges et I’implica-
tion du FXII et du systéme contact est représentée en vert. La fléche
indique que le mécanisme d’activation du FIX par le complexe fac-
teur tissulaire (FT)-FVIIa est minoritaire
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La thrombine active aussi les plaquettes qui exposent alors
des phospholipides anioniques indispensables a la formation
des complexes tenase et prothrombinase a 1’origine de la
phase explosive de génération de thrombine [3].

Le potentiel d’amplification de ce systéme est tel qu’il
faut impérativement des systeémes de régulation efficaces
pour éviter un emballement du processus (Fig. 2). Outre le
role du flux sanguin et de I’intégrité de I’endothélium, des
inhibiteurs physiologiques de la coagulation participent au
controle de la coagulation. Il s’agit du tissue factor pathway
inhibitor (TFPI), de I’antithrombine (AT) et du systéme de
la protéine C (PC), trois inhibiteurs trés complémentaires
puisqu’ils agissent a différents niveaux de la cascade de la
coagulation. Ainsi, le TFPI bloque la phase d’initiation de la
coagulation en formant un complexe quaternaire avec les
FXa et FT-FVIIa. La PC activée (PCa) va, elle, inhiber la
phase d’amplification en dégradant par protéolyse limitée
les cofacteurs Va et VIlla indispensables a la formation
des complexes tenase et prothombinase. Enfin, I’AT agit en
inhibant de fagon irréversible les sérines-protéases, principa-
lement la thrombine et le FXa, produites au cours de la cas-
cade de la coagulation.

Coagulation au cours du sepsis sévere

Au cours du sepsis sévére, on observe une activation de la
coagulation via ’expression du FT inductible par différents
types cellulaires en contact avec le sang [4]. 1l s’agit en

l%ystéme 1

contact |
(Exila] &%

FVIla
‘Cm

F‘u‘llla d

FIXa

--..Jwa _Exa .\)

e [Thrombine “"‘—

Fig. 2 Régulation de la coagulation par ses principaux inhibiteurs
physiologiques. Les fléches terminées par une sphére symbolisent
une inhibition. AT : antithrombine ; FT : facteur tissulaire ; PCa :
protéine C activée ; TFPI : tissue factor pathway inhibitor
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particulier des monocytes et cellules endothéliales, qui, sous
I’effet de composants bactériens ou de cytokines pro-
inflammatoires, vont exprimer du FT. Cette exposition va
entrainer une activation intravasculaire de la coagulation,
qui s’accompagne dans certains cas d’une véritable coagula-
tion intravasculaire disséminée (CIVD) avec consommation
des facteurs de la coagulation, mais aussi des principaux
inhibiteurs comme la PC et I’AT. L’activation de la coagula-
tion est responsable de la formation de dépdts de fibrine
endovasculaires diffus, et éventuellement de véritables
thrombi. L’activation de la fibrinolyse, attestée par 1’appari-
tion de D-diméres circulants, est toutefois insuffisante pour
¢liminer ces dépdts. La fibrinolyse est effectivement inhibée
dans le sepsis par ’augmentation de synthése de 1’un de ses
inhibiteurs, I’inhibiteur de ’activateur du plasminogéne-1
(PAI-1).

Les cytokines pro-inflammatoires, capables d’induire
I’expression de FT par les cellules endothéliales et les mono-
cytes, participent donc largement a ce processus d’activation
de la coagulation aboutissant a la CIVD observée chez cer-
tains patients. En retour, la coagulation est elle aussi capable
d’amplifier la réaction inflammatoire. Ainsi, la thrombine
générée a I’issue de I’activation de la coagulation va induire
la production de cytokines pro-inflammatoires comme I’inter-
leukine (IL)-6 et le tumor necrosis factor (TNF)-o par les
cellules endothéliales. Cette activité pro-inflammatoire passe
par le clivage d’un récepteur endothélial, de type protease
activable receptor (PAR), le PAR-1. De son coté, le FVIIa
li¢ au FT et présent en grande quantité va activer un autre
récepteur de la famille des PAR, le PAR-2, avec, comme pour
la thrombine, des conséquences de type pro-inflammatoire.
L’amplification mutuelle de la coagulation et de I’inflamma-
tion va alors entrainer un véritable emballement de ces pro-
cessus et participer aux défaillances multiviscérales qui sur-
viennent au cours du sepsis sévere.

La dysfonction endothéliale, en particulier au niveau de la
microcirculation, est au centre de la physiopathologie du
sepsis sévere. L’endothélium va répondre a 1’agression par
différentes manifestations allant de I’expression de cytokines
pro-inflammatoires et de molécules d’adhésion, qui favorisent
I’adhésion et I’extravasation des leucocytes, a I’augmentation
de la perméabilité vasculaire, jusqu’a I’apoptose. Suite a leur
activation, on observe a la surface des cellules endothéliales
une diminution de I’expression de la thrombomoduline (TM)
indispensable au fonctionnement du systeéme de la PC, mais
aussi des glycosaminoglycanes (GAG), en particulier des
héparanes sulfates, qui potentialisent normalement I’activité
de I’AT. Parallélement, I’endothélium activé exprime du FT
et devient alors prothrombotique.

Etant donné I’amplification mutuelle des processus de
I’hémostase et de I’inflammation au cours du sepsis sévére,
c’est tout naturellement que les deux processus ont été ciblés
pour tenter de limiter cette réponse excessive de I’organisme

a I’infection. Dans ce contexte, les inhibiteurs de la coagula-
tion, qui comme nous allons le voir sont aussi doués de pro-
priétés anti-inflammatoires, représentaient des candidats
prometteurs pour traiter ces patients.

Médicaments de ’hémostase et sepsis : analyse
des échecs du passé

Etant donné la place de la coagulation dans la physiopatho-
logie du sepsis sévére, plusieurs médicaments ciblant ce
processus ont été évalués ces dernieres années. Les essais
ont porté sur des médicaments antithrombotiques comme
I’héparine non fractionnée (HNF) pour leur capacité a inhi-
ber la coagulation et en particulier la thrombine. Puis, avec
la découverte du potentiel anti-inflammatoire des inhibiteurs
naturels de la coagulation, les essais ont évalué ces protéines
actives a la fois sur la coagulation et I’inflammation.

Inhibiteurs thérapeutiques de la coagulation

L’HNF a fait I’objet d’une évaluation poussée, allant jusqu’a
la mise en place d’un essai de phase III [5] dans le traitement
du sepsis sévere. Son activité anticoagulante, a la base de ses
indications thérapeutiques, est due a sa capacité a potentiali-
ser I’inhibition des sérines-protéases de la coagulation par
I’AT. Les HNF sont en outre capables d’induire le relargage
du TFPI des cellules endothéliales mais aussi de réduire
I’expression de FT et du PAI-1, inhibiteur physiologique
majeur de la fibrinolyse [6].

En plus de son activité anticoagulante, ’HNF posséde des
propriétés anti-inflammatoires qui en ont fait un candidat
potentiellement intéressant dans le traitement du sepsis
sévere. Ces effets anti-inflammatoires ne sont pas totalement
expliqués par son activité inhibitrice de la thrombine, elle-
méme pro-inflammatoire. En effet, des chaines hépariniques
modifiées chimiquement pour ne plus avoir d’action anticoa-
gulante conservent pourtant une activité cytoprotectrice qui
passe par une inhibition de la voie du nuclear factor-kappa B
(NF-xB), une potentialisation du Cl-inhibiteur et une aug-
mentation de la synthése de monoxyde d’azote (NO) et de
prostaglandine 12 (PGI,). Méme si quelques études sem-
blaient, a I’inverse, montrer des effets pro-inflammatoires
de dérivés hépariniques tout en pointant 1’influence de la
nature et des doses d’héparine, mais aussi du type de modele
infectieux utilisé, de nombreuses études précliniques ont été
réalisées chez I’animal. Les résultats montrent un effet béné-
fique de ’administration d’HNF dans certains modé¢les, en
particulier dans les modeéles animaux de sepsis par cecal
ligation and puncture (CLP), mais les résultats sont moins
clairs dans des modeles induits par I’injection de lipopoly-
saccharides (LPS) [7]. Chez ’homme, I’intérét de I’héparine
dans cette indication a été infirmé dans un essai randomisé
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de phase III, I’essai HETRASE. Dans cette étude, aucune
différence de la mortalité a j28 n’a été observée entre les
160 patients recevant le placebo et ceux (n = 160) recevant
de ’HNF en i.v. a 500 Ul/h pendant sept jours [5].

Inhibiteurs physiologiques de la coagulation

Etant donné I’implication de la coagulation dans la physio-
pathologie du sepsis sévére, la défaillance des systémes inhi-
biteurs consommés au cours de la maladie et les propriétés
anti-inflammatoires maintenant bien établies de certaines de
ces protéines, I’administration de ces inhibiteurs a été envi-
sagée comme traitement spécifique du sepsis sévere. Ainsi,
trois d’entre eux ont été¢ évalués chez I’homme dans des
essais de phase III, le TFPL, I’AT et la PCa.

Tissue factor pathway inhibitor

Le TFPI est I’inhibiteur privilégié des acteurs de la phase
d’initiation de la coagulation. Ainsi, cette protéine peut for-
mer un complexe binaire avec le FXa qui va, dans un second
temps, lier le complexe FT-FVIIa. Il se forme ainsi un
complexe quaternaire FXa-TFPI-FVIla-FT au sein duquel
le FXa, le FVIIa et le FT n’ont plus d’activité [8]. De plus,
le TFPI, du fait de sa capacité a se lier aux héparanes sulfates
des cellules endothéliales, posséde une action cytoprotec-
trice anti-inflammatoire qui passe par une inhibition de la
voie NF-kB, une potentialisation du Cl-inhibiteur et une
augmentation de la synthése de NO et de PGI,.

L’intérét potentiel du TFPI dans le traitement du sepsis
sévére a ét¢ envisagé essentiellement a partir des résultats
trés encourageants de plusieurs études réalisées chez ’ani-
mal [9]. Apres plusieurs essais de phase I et de phase II chez
I’homme [10], le TFPI recombinant a été testé dans un large
essai de phase III, I’essai OPTIMIST, chez 1 955 patients
présentant un sepsis sévere. Aucun bénéfice en termes de
mortalité a j28 n’a été observé dans cette étude chez les
patients recevant 0,025 mg/kg par heure de TFPI recombi-
nant pendant 96 heures [11]. De plus, une augmentation du
risque hémorragique a été rapportée chez les patients rece-
vant le TFPI en comparaison a ceux du groupe placebo.
Notons que dans cette étude une grande majorité des patients
ont recu de I’héparine dans le cadre de leur prise en charge.
Or, I’héparine est connue pour déplacer le TFPI de sa liaison
aux GAG endothéliaux, ce qui pourrait avoir détourné le
TFPI de sa cible cellulaire.

Antithrombine
L’ AT est I’un des principaux inhibiteurs physiologiques de la
coagulation. Elle appartient a la famille des inhibiteurs de

sérine-protéase, et va ainsi inhiber de nombreuses sérines-
protéases de la coagulation comme le FIXa, le FXa ou la
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thrombine. Son activité est potentialisée par les dérivés hépa-
riniques, HNF, héparines de bas poids moléculaire (HBPM)
et fondaparinux, qui vont considérablement accélérer la
réaction d’inhibition de I’ AT vis-a-vis de ses enzymes cibles.
En plus de ses propriétés anticoagulantes, I’AT possede des
propriétés cytoprotectrices bien décrites [12]. Comme pour
le TFPI, ces effets dépendent de sa capacité a lier les hépa-
ranes sulfates a la surface des cellules. Ainsi, I’ AT exerce une
activité anti-inflammatoire en inhibant 1’activation de la
voie NF-kB provoquée par I’exposition de cellules endothé-
liales et de monocytes a des endotoxines bactériennes. Par
ailleurs, en interagissant avec les cellules endothéliales, I’ AT
pourrait moduler le tonus contractile vasculaire en induisant
une augmentation de la synthése de prostacycline par I’endo-
thélium, lorsque celui-ci est soumis a des stimuli de type
bactérien [13].

La encore, ’AT a montré une efficacité dans certains
modeles animaux de sepsis [14]. Plus de 20 essais de phase
IT ont aussi été réalisés [15] avant 1’essai Kybersept [16], un
large essai de phase III portant sur 2 314 patients, au cours
duquel I’administration d’AT a la dose de 100 Ul/kg par jour
s’est avérée inefficace. Encore une fois, 1’administration
concomitante d’héparine qui pourrait avoir détourné I’AT
de sa liaison cellulaire chez un grand nombre de patients a
été incriminée dans ’absence d’efficacité de I’AT. Par ail-
leurs, les effets cellulaires de I’AT sont observés a des
concentrations beaucoup plus importantes que celles utili-
sées dans I’essai Kybersept. L’utilisation des doses cytopro-
tectrices (250 Ul/kg par jour) est cependant impossible, car,
a ces doses, le risque hémorragique li¢ a ’administration de
cette protéine anticoagulante pourrait augmenter de manicre
dramatique. Aux doses utilisées dans 1’essai Kybersept,
I’incidence des accidents hémorragiques était déja accrue
chez les patients recevant I’ AT en particulier lors de 1’asso-
ciation a I’héparine [16].

Protéine C activée

La PCa a suscité beaucoup d’espoirs et fait I’objet d’études
moléculaires approfondies, et ¢’est la seule protéine a avoir
obtenu une autorisation de mise sur le marché comme traite-
ment spécifique du sepsis sévére en Europe et aux Etats-
Unis.

La PCa est générée physiologiquement par activation de
sa forme zymogeéne inactive circulante, la PC, lors de I’acti-
vation de la coagulation. C’est en effet la thrombine elle-
méme qui, une fois fixée a la TM a la surface des cellules
endothéliales, va activer la PC en PCa, cette réaction d’acti-
vation étant accélérée lorsque la PC est liée a son récepteur
endothélial, I’endothelial cell protein C receptor (EPCR). La
PCa produite va alors dégrader par protéolyse les deux
cofacteurs de la coagulation, les FVa et FVIIla, limitant le
fonctionnement des complexes tenase et prothrombinase
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responsables de la phase d’amplification de la coagulation.
Dans ce systeme, la protéine S, une autre protéine plasma-
tique, joue le role de cofacteur de la PCa en accélérant la
réaction de dégradation des FVa et FVIIIa.

Outre cet effet anticoagulant majeur, de nombreux effets
cellulaires de la PCa ont été rapportés. La majorité des effets
décrits nécessitent une liaison de la PCa a I’EPCR, la PCa
pouvant alors activer le PAR-1 par clivage de son extrémité
N-terminale. La signalisation induite a des conséquences
multiples, anti-inflammatoires [17], antiapoptotiques [18],
mais aussi de maintien de 1’intégrité de la barriére endothé-
liale [19].

Les propriétés cytoprotectrices et anticoagulantes de la
PCa en ont fait un candidat potentiel pour traiter le sepsis
sévére. Aprés de nombreux essais chez I’animal et chez
I’homme, la PCa recombinante humaine ou drotrecogin alfa
(Xigris®) a été testée avec succés dans un essai de phase III,
portant sur 1 690 patients, I’essai PROWESS, et a obtenu
une autorisation de mise sur le marché restreinte aux patients
les plus sévéres (score APACHE > 24) dans cette indication
en 2001. Depuis, plusieurs études ont ét¢ menées chez
I’homme contestant parfois son efficacité, en particulier chez
les patients les moins séveres [20] et relevant un risque
hémorragique significatif chez les patients traités [21,22].
Ainsi, I’utilisation de la PCa a été au centre d’une contro-
verse active jusqu’en 2011 ou la publication des résultats
négatifs de 1’étude Prowess-Shock [23], étude de confirma-
tion demandée par la FDA et portant sur des patients en choc
septique, a entrainé la décision immédiate d’interruption de
la commercialisation du Xigris® par la firme Ely-Lilly.

Médicaments de I’hémostase et sepsis :
de nouvelles pistes

Un des problémes rencontrés de fagon récurrente lors de
I’évaluation des médicaments ciblant 1’hémostase est le
risque hémorragique li¢ a I'utilisation de ces traitements anti-
coagulants. La majorité des nouvelles pistes de recherche ont
pris en compte cette donnée et tentent d’y remédier de diffé-
rentes fagons soit en régulant la production de la protéine
active aux besoins, soit en dissociant I’activité anticoagu-
lante et les propriétés cytoprotectrices des molécules testées,
soit enfin en ciblant d’autres axes de la coagulation dont
I’inhibition pourrait étre moins hémorragique.

Protéine C

Une des alternatives pour éviter les problemes hémorragi-
ques liés a I'utilisation de la PCa consiste a utiliser de la
PC (Fig. 3). L’avantage de I'utilisation de PC est évident
en termes de sécurité. En effet, ’activation de la PC serait
directement proportionnelle aux besoins, car contr6lée par la
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Fig. 3 Actions de molécules en développement sur la cascade
de la coagulation. Les fléches terminées par une sphére symboli-
sent une inhibition. Les variants d’AT sont notés VAT. AT : anti-
thrombine ; PC : protéine C ; TM : thrombomoduline

quantité de thrombine-TM disponible in vivo, évitant ainsi
des concentrations trop élevées de PCa circulante et le risque
hémorragique associé.

Ce sont les altérations de I’endothélium observées au cours
du sepsis sévere [24] qui ont laissé penser que les capacités
d’activation de la PC en PCa étaient insuffisantes chez ces
patients, ce qui a conduit & une substitution progressive de
la PC par la PCa dans les études précliniques. Cependant, ce
défaut potentiel d’activation de la PC en PCa est controversé.
Ainsi, I’administration de PC a des enfants présentant un
sepsis a méningocoques avec purpura fulminans s’est accom-
pagnée d’une activation dose-dépendante de la PC infusée
[25]. A P’inverse, chez I’adulte [26], une telle augmentation
des taux de PCa n’a pas été retrouvée, mais pour des doses de
PC administrées tres largement inférieures.

Quelques essais cliniques de phase II évaluant la PC dans
le traitement du sepsis sévére ont été menés, montrant des
résultats encourageants. Une normalisation des taux de PC a
généralement été recherchée, sachant que des taux bas de PC
sont un facteur pronostique de mortalité chez ces malades
[27]. Ces études ouvertes ont principalement été menées
chez les enfants chez lesquels 1’administration de PCa
entraine une augmentation significative du risque hémorra-
gique (étude RESOLVE [21]), ou plus rarement chez des
adultes présentant une contre-indication a la PCa. Dans tous
les cas, ’administration de PC zymogene est bien tolérée
en particulier sur le plan hémorragique, méme lorsque de
I’héparine était administrée de fagon concomitante
[25,26,28-31]. Le design de ces études (études ouvertes,
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de faible effectif, souvent sans groupe témoin) ne permet
cependant pas de conclure sur I’efficacité de la PC en termes
de mortalité, méme si une amélioration biologique et
clinique est rapportée dans la majorité de ces études. Une
large étude multicentrique randomisée serait donc nécessaire
pour répondre a la question de I’efficacité de la PC dans le
traitement du sepsis sévére.

Thrombomoduline soluble

Une autre protéine du systéeme de la PC fait I’objet d’une
recherche active, il s’agit de la TM. La TM est un récepteur
endothélial impliqué dans ’activation de la PC et composé
de plusieurs domaines dont un segment extracellulaire qui
comporte un domaine C-terminal de type lectin-like [32].
Cette TM va pouvoir lier la thrombine, cette liaison indui-
sant un changement de la spécificité de ’enzyme qui devient
alors anticoagulante de par sa capacité a cliver la PC en PCa.
L’importance de I’activité anticoagulante de la TM est attes-
tée par le phénotype prothrombotique de souris dont
I’expression de la TM est spécifiquement invalidée sur
I’endothélium [33]. De fagon intéressante, méme si sa répar-
tition est trés ubiquitaire, le rdle de la TM serait trés différent
entre micro- et macrovaisseaux. Ainsi, si I’on tient compte
du ratio surface/volume, on peut estimer que la thrombine
formée sera principalement libre et donc procoagulante dans
les gros vaisseaux et essentiellement anticoagulante, car trés
majoritairement liée a la TM dans la microcirculation [34].

En plus de contribuer a la génération de PCa dont les
propriétés cytoprotectrices sont bien décrites, la TM est
douée de propriétés anti-inflammatoires indépendantes de
la PCa. Ainsi, elle régule négativement 1’activation de la
voie du complément en favorisant I’inhibition de la fraction
C3b par la voie du C1 [35]. Par ailleurs, la TM est capable de
neutraliser le LPS bactérien [36] mais aussi la protéine Aigh-
mobility group box 1 (HMGBI1) impliquée dans 1’amplifica-
tion de la réponse pro-inflammatoire de I’organisme [37].

Ces effets sont en partic médiés par le domaine lectin-like
de la TM. Ainsi, des souris exprimant une TM dépourvue de
ce domaine lectin-like ont une susceptibilité accrue au sepsis
sévére, avec une mortalité et une accumulation pulmonaire
de polynucléaires neutrophiles significativement plus impor-
tantes que les souris sauvages [38]. De facon trés intéres-
sante, la TM soluble (TMs) qui correspond a la partie extra-
cellulaire de la TM posséde les mémes propriétés que sa
forme membranaire tant sur la coagulation (Fig. 3) que sur
I’inflammation.

Cette forme soluble de la TM, produite a I’échelle indus-
trielle dans un systéme des cellules d’ovaire de hamster chi-
nois, suscite un grand intérét sur le plan thérapeutique a
deux titres :
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e comme anticoagulant, et des études de phase I et de phase
I ont été réalisées avec ce produit dans la prévention de
la thrombose veineuse dans la chirurgie de la hanche
[39,40];

e dans les coagulopathies associées au sepsis sévere.

Ainsi, aprés des études précliniques trés encourageantes
[41], la TMs a été évaluée en 2007 dans le traitement de la
CIVD d’origine infectieuse ou associée a une hémopathie
maligne [42].

Dans cette étude de phase III, randomisée, double insu,
réalisée au Japon, 234 patients ont regu pendant six jours soit
de la TMs (0,06 mg/kg par jour), soit de I’'HNF (8 Ul/kg par
heure). L’administration de TMs, comparativement a ’HNF,
s’accompagne d’une régression significativement plus
rapide de la CIVD et d’une réduction de la survenue de
complications hémorragiques, méme si aucun bénéfice en
termes de mortalité a j28 n’a été rapporté dans cette étude.
Sur la base de ces résultats, la TMs a été approuvée dans
cette indication (CIVD d’origine infectieuse), exclusivement
au Japon. Elle est commercialisée depuis 2008 dans ce pays,
sous le nom de Recomodulin®, et a fait depuis 1’objet de
plusieurs publications sur de trés petites séries de patients
traités au Japon [43—45]. Une étude de phase III internatio-
nale trés attendue est envisagée pour conforter les résultats
précédents et élargir le champ d’utilisation de ce produit.

Bio-ingénierie des inhibiteurs physiologiques
de la coagulation

Une autre option envisagée pour contourner le probléme du
fort risque hémorragique li¢ a I’utilisation des inhibiteurs
physiologiques de la coagulation consiste a développer des
approches de dissociation des activités anticoagulantes et
cytoprotectrices. C’est le cas en particulier pour la PCa et
I’AT dont la connaissance des bases moléculaires permet
d’envisager une telle approche.

Ainsi, en s’appuyant sur les nombreuses études de rela-
tion structure—fonction de la PCa, il a été possible de conce-
voir différents variants dont les activités cellulaires sont
conservées, mais 1’activité anticoagulante réduite [46]. Les
mutations réalisées visent essentiellement a perdre I’interac-
tion de la PCa avec son substrat, le FVa [47,48], ou avec son
cofacteur, la protéine S [49], sans toucher a I’activité protéo-
lytique de la PCa qui reste ainsi capable d’activer le PAR-1.
Certains de ces variants ont été évalués in vivo chez la souris
avec des résultats trés intéressants, puisqu’une réduction de
la mortalité suite a une endotoxinémie est observée chez les
souris traitées [50], sans effet majeur sur la coagulation.

Concernant I’AT, la méme démarche peut étre adoptée et
semble d’autant plus pertinente que ses propriétés cytopro-
tectrices sont décrites a de trés fortes doses in vitro, environ
cing fois (500 %) la concentration physiologique, doses qu’il
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n’est pas envisageable d’atteindre in vivo. Ainsi, dans 1’essai
Kybersept, les concentrations d’AT circulantes obtenues
chez les patients traités étaient en moyenne de 180 % seule-
ment, soit largement en dessous des doses cytoprotectrices
validées chez I’animal, et déja le risque hémorragique était
augmenté [16]. L’idée est donc de produire un variant d’AT
toujours capable de lier les héparanes sulfates avec une forte
affinité, mais d’activité anticoagulante réduite (Fig. 3). En
effet, ’activité inhibitrice des sérines-protéases de I’ AT n’est
pas nécessaire pour exercer des effets anti-inflammatoires
[13,51].

A coté de ces formes mutées des inhibiteurs physiolo-
giques de la coagulation, certains ont imaginé de produire
une thrombine mutée de telle sorte qu’elle soit dépourvue
d’activité procoagulante, mais qu’elle conserve sa fonction
anticoagulante dépendante de la TM [52]. Ainsi, I’introduc-
tion de deux mutations au niveau du site actif de la throm-
bine, W215A et E217A, réduit d’un facteur 20000 son
activité vis-a-vis du fibrinogéne (support de I’activité pro-
coagulante de la thrombine), d’un facteur 1200 vis-a-vis du
PAR-1 (support de son activité pro-inflammatoire) et seule-
ment d’un facteur 7 vis-a-vis de la PC (support de son acti-
vité anticoagulante). La thrombine W215A/E217A présente
donc une sélectivité relative vis-a-vis de la PC et, via la pro-
duction de PCa a partir de la PC endogene [53] (Fig. 3),
possede un potentiel anticoagulant déja évalué chez 1’animal
[54]. En outre, des souris exprimant a 1’état hétérozygote la
thrombine W215A/E217A ont une réponse inflammatoire
réduite dans un mode¢le d’arthrite articulaire [55]. Cepen-
dant, ces mémes souris présentent aussi un allongement du
temps de saignement témoignant du potentiel anticoagulant
de cette thrombine modifiée. Des essais complémentaires
permettront d’évaluer I’intérét potentiel d’une telle protéine
dans le traitement du sepsis sévére.

Inhibiteurs de I’axe FXII/FXI

Certains facteurs de la coagulation, non ciblés jusque-l1a par
les traitements déja évalués, pourraient étre des cibles intéres-
santes. C’est le cas de ’axe FXII/FXI qui pourrait constituer
une alternative séduisante pour cibler coagulation et inflam-
mation sans augmentation majeure du risque hémorragique.
Le FXI intervient dans la cascade de la coagulation au
cours de la phase d’amplification. En effet, en plus d’activer
les deux cofacteurs de la coagulation, FV et FVIII, la throm-
bine active aussi le FXI en FXlIa, ce dernier étant alors
capable de transformer le FIX en FIXa (Fig. 1). Divers argu-
ments laissent penser que le FXI jouerait un rdle principale-
ment dans les situations de coagulation pathologique et
interviendrait peu dans 1’hémostase physiologique. Ainsi,
les déficits congénitaux en FXI n’entrainent généralement
pas de manifestations hémorragiques spontanées, mais ils

s’expriment le plus souvent en situations postopératoire ou
post-traumatique [56]. Par ailleurs, I’inhibition du FXI dans
différents modeéles animaux, qu’elle soit pharmacologique
[57], médiée par des anticorps [58] ou par des oligonucléo-
tides antisens [59], s’accompagne d’un effet antithrombo-
tique sans pour autant allonger significativement le temps
de saignement chez les animaux traités.

Le FXI peut, en outre, étre transformé en FXIa par le
FXII, qui appartient au systéme contact (Fig. 1), aprés acti-
vation de ce dernier au contact de surfaces électronégatives
comme les composants bactériens. Alors que le role de ce
systéme contact semble mineur dans ’hémostase, il pourrait
étre impliqué dans les relations hote-pathogéne au cours des
infections. Ainsi, une consommation des protéines du sys-
téme contact, et en particulier des FXI et XII, est observée
dans les infections sévéres [60]. De plus, I’inhibition du FXII
dans un modele de bactériémie a Escherichia coli chez le
babouin s’accompagne d’une durée de survie prolongée
chez ces animaux avec un effet majeur sur I’hypotension
induite par le choc septique [61]. De facon trés intéressante,
une étude publiée en 2008 a montré qu’un déficit en FXI
constitutionnel total chez la souris confére un avantage en
termes de survie et de coagulopathie au cours du sepsis
sévere [62]. De méme, I’administration d’un anticorps inhi-
bant spécifiquement de 1’activation du FXI par le FXIla
(Fig. 3) mais préservant I’activation du FXI par la thrombine
s’accompagne d’une réduction significative des marqueurs
d’activation de la coagulation et de I’inflammation chez les
souris traitées [63]. Chez ces souris, en accord avec les
observations rapportées sur le risque hémorragique lié au
déficit en FXI, le temps de saignement n’était pas augmenté.
11 est probable que I’effet anti-inflammatoire observé soit en
partie lié a la diminution de I’activation de la coagulation et
donc de la quantité¢ de thrombine générée observée, mais
I’effet inhibiteur du FXIa sur la migration des PNN [64]
pourrait participer a 1’effet observé.

Ces résultats suggerent que I’axe FXI-FXII pourrait étre
une cible pertinente dans le traitement du sepsis sévere. Des
études complémentaires doivent encore étre réalisées pour
confirmer ces résultats, mais aussi pour évaluer I’intérét
d’une inhibition du FXIL

Inhibiteurs de ’axe FT/FVIla

L’axe FT/FVIIa est lui aussi une cible potentielle en cours
d’évaluation, méme si, comme nous allons le voir, I’inhibi-
tion de cette voie n’est pas dépourvue de risque hémorra-
gique. Le FT est, comme la thrombine, doué¢ d’une activité
procoagulante puisque son exposition est responsable de
I’activation de la coagulation et en méme temps d’une acti-
vité pro-inflammatoire liée au clivage du PAR-2 par le FVIla
lorsque celui-ci est 1ié au FT [65].
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Le FT est donc a la croisée de la coagulation et de
I’inflammation et constitue une cible potenticlle dans le
cadre du traitement du sepsis sévére au cours duquel, en
outre, son expression est fortement augmentée a la surface
des monocytes et des cellules endothéliales. Cette hypothése
a été testée par I’équipe de Morris qui a évalué un anticorps
chimérique recombinant dirigé contre le FT humain et
capable de lier le FT isolé ou complexé avec le FVIIa. Cet
anticorps, nommé ALT-836 (Fig. 3), a été testé avec succes
dans un modeéle de sepsis induit par injection d’E. coli chez
le babouin, améliorant de facon significative de nombreux
parametres cliniques par rapport au placebo [66]. Le profil
de tolérance de I’ALT-836, trés récemment évalué dans une
étude de phase I [67] incluant 18 patients en sepsis sévére,
semble satisfaisant, avec en particulier absence de manifes-
tations hémorragiques jusqu’a la dose de 0,08 mg/kg. Aux
doses testées, aucune différence entre les patients traités et
ceux recevant le placebo n’est cependant observée sur les
principaux paramétres cliniques et biologiques, notamment
en termes d’activation de la coagulation. Sur la base de
I’ensemble de ces résultats, une étude de phase II double
insu, randomisée qui prévoit I’inclusion de 150 patients, a
été récemment initiée.

Une autre approche a consisté & développer un FVIla
recombinant rendu inactif par réaction irréversible avec un
tripeptide Phe (F)-Phe (F)-Arg (R) li¢ a une chlorométhylké-
tone (CK) au niveau du site actif du FVIL. Le FFR-rFVIla
obtenu reste capable de lier le FT mais est dépourvu d’acti-
vité protéolytique notamment sur le FX et sur le PAR-2. Le
FFR-rFVIla va alors se comporter comme un compétiteur du
FVIla endogéne, et son administration va donc diminuer
I’activation de la coagulation liée a I’exposition accrue de
FT observée au cours du sepsis sévere mais aussi empécher
les effets déléteres liés a 1’activation du PAR-2 par le FVIIa
complexé au FT (Fig. 3). Ce FFR-rFVIla a déja été évalué
chez le primate dans un modele de sepsis avec défaillance
respiratoire aigué d’origine infecticuse. Son administration
réduit significativement les manifestations cliniques notam-
ment sur la fonction respiratoire mais aussi sur la fonction
rénale, tout en diminuant I’activation de la coagulation et la
production de cytokines pro-inflammatoires [68]. Fort de ces
résultats, une premicre é¢tude de phase II a été mise en place
chez I’homme, mais aux doses testées chez les 144 patients
traités, aucune différence significative n’a été observée en
termes de mortalité ni sur un marqueur classique d’inflam-
mation ou d’activation de la coagulation. Cependant, un
allongement du temps de Quick a été observé chez tous les
patients traités comparativement aux placebo dans les jours
suivant I’injection, et une tendance a 1’augmentation des
complications hémorragiques a méme été observée avec
I’augmentation des doses [69], entralnant une mortalité
significativement accrue pour une des plus fortes doses tes-
tées et un arrét prématuré de 1’essai.

@ Springer

Conclusion

Il semble aujourd’hui assez clair que 1’inhibition conjointe
de la coagulation et de I’inflammation est une approche per-
tinente pour limiter I’emballement de ces deux processus qui
s’amplifient mutuellement au cours du sepsis sévere. Malgré
les résultats décevants des essais sur les inhibiteurs physio-
logiques de la coagulation, et en particulier aprés les espoirs
dégus du Xigris®, la coagulation reste donc une cible privi-
légiée pour le développement de traitements ciblés du sepsis
sévére. Les essais du passé nous ont appris en particulier a
préter une attention particuliére au risque hémorragique 1ié
au fait de cibler la coagulation, et a imaginer des stratégies
alternatives pour éviter cet écueil. Parmi les nombreuses pis-
tes actuellement explorées, il faudra trouver I’approche per-
mettant un juste équilibre entre inhibition de I’emballement
de la coagulation tout en préservant une capacité hémosta-
tique suffisante pour éviter les complications hémorragiques,
particuliérement chez ces patients instables.

Conflit d’intérét : les auteurs participent a un projet de
recherche en collaboration avec le FLB.
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