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RESUME

Les pathologies vasculaires placentaires regroupent des pathologies gestationnelles intriquées
d’un point de vue clinique, avec pour dénominateur commun la présence d’anomalies de vascu-
larisation placentaires qui détériorent la circulation materno-feetale et sont responsables
d’insuffisances vasculo-placentaires. Ces pathologies sont fréquemment associées a une throm-
bophilie, en particulier chez les patientes atteintes de syndrome des antiphospholipides pour
lesquelles le role des thromboses au niveau de la chambre intervilleuse dans la survenue
d’événements pathologiques obstétricaux est aujourd’hui bien établi. La thrombophilie est par
ailleurs un facteur de risque de fausses couches spontanées précoces a répétition, qui est une
autre complication fréquemment rencontrée dans la pratique obstétricale.

Il existe pourtant des patientes pour lesquelles le bilan de thrombophilie demeure négatif mal-
gré la survenue de fausses couches spontanées a répétition ou d’évenements obstétricaux liés a
une insuffisance vasculo-placentaire, ce qui laisse a penser que d’autres mécanismes physiopa-
thologiques entrent en jeu dans ces pathologies. La NETose est un processus physiopathologique
assuré par les polynucléaires neutrophiles qui consiste en I'émission de filets de chromatine
décondensée et de protéines, relargués dans le milieu extracellulaire. Ces filets, appelés NETs
pour Neutrophil Extracellular Traps, constituent notamment une des voies d’initiation de la
thrombogenese, y compris dans le syndrome des antiphospholipides.

Dans cette étude, nous avons fait ’hypothése de 'implication des NETs dans la survenue des
pathologies vasculaires placentaires chez des patientes pour lesquelles aucun terrain de throm-
bophilie n’a été retrouvé, hypothése renforcée par des observations récentes sur le potentiel
pathogéne des NETs sur les cellules endothéliales et trophoblastiques. Parmi quatre biomar-
queurs plasmatiques de NETose dosés chez des femmes ayant eu des événements indésirables
au cours de leurs grossesses imputables a une insuffisance vasculo-placentaire, ou une histoire
personnelle de fausses couches spontanées a répétition, et sans étiologie connue d’activation de
la NETose, nous avons retrouvé des taux significativement plus élevés de complexes MPO-ADN
et de DNAse par rapport aux témoins. En revanche, les taux d’histones H3 citrullinées et d’ADN
plasmatiques étaient significativement plus élevés chez les témoins que chez les patientes de
I’étude. Nous n'avons par ailleurs pas retrouvé de différence au niveau des taux de NETs en fonc-
tion du statut vis-a-vis des anticorps antiphospholipides (absence d'anticorps, présence d'anti-
corps intermittents ou non confirmés a 12 semaines, ou syndrome des antiphospholipides con-
firmé). De précédentes études ayant montré que les biomarqueurs de NETs comme ’ADN plas-
matique et les complexes MPO-ADN étaient augmentés dans les contextes de syndrome des an-
tiphospholipides, ce résultat semble compatible avec notre hypothese d'une augmentation des
niveaux de base des NETs chez les patientes exemptes de contexte de thrombophilie.
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INTRODUCTION

A. Grossesse et pathologies vasculaires placentaires

1. Introduction

Les pathologies vasculaires placentaires (PVP) regroupent des pathologies gestationnelles hété-
rogénes mais intriquées d'un point de vue clinique : pré-éclampsie (PE) et éclampsie, hématome
rétroplacentaire (HRP), HELLP syndrome, petit poids pour I'dge gestationnel (PAG) et retard de
croissance intra-utérin (RCIU), mort feetale in utero (MFIU). Ces pathologies ont néanmoins pour
point commun la présence d’anomalies de vascularisation au niveau placentaire détériorant la
circulation materno-feetale.

Les PVP sont fréquemment associées a une thrombophilie, un état pathologique défini par des
notions cliniques (antécédents de thrombose veineuse profonde, d’embolie pulmonaire, de RCIU
ou d’'HRP avec lésions ischémiques de la plaque basale a I'examen anatomo-pathologique du
placenta) ou biologiques (présence d’anticorps antiphospholipides (APL), déficits en antithrom-
bine, en protéine C, en protéine S, résistance a la protéine C activée, mutations du facteur V Lei-
den ou du facteur II, hyperhomocystéinémie). Le lien entre thromboses au niveau de la chambre
intervilleuse et PVP est en effet bien établil, en particulier dans le cadre du syndrome des anti-
phospholipides (SAPL)2. La thrombophilie est par ailleurs un facteur de risque de fausses
couches spontanées précoces a répétition (FCR), qui constituent un motif de consultation fré-
quent en médecine générale et gynécologie-obstétrique chez les femmes ayant un désir de gros-
sesse.

Il existe pourtant des patientes pour lesquelles le bilan de thrombophilie demeure négatif mal-
gré la survenue d’événements obstétricaux a type de PVP ou de FCR, ce qui laisse a penser que
d’autres mécanismes physiopathologiques entrent en jeu dans ces pathologies.

La NETose est un processus physiopathologique assuré par les polynucléaires neutrophiles
(PNN) et qui consiste en I'émission de filets de chromatine décondensée et de protéines, relar-
gués dans le milieu extracellulaire3. Ces filets, appelés Neutrophil Extracellular Traps (NETs), ont
de multiples fonctions et constituent notamment une des voies d’initiation de la thromboge-
nese47, y compris dans le SAPL8.

Nous avons donc fait I’hypothése de I'implication des NETs dans la survenue de PVP chez
des patientes pour lesquelles aucun terrain de thrombophilie n’a été retrouvé, hypothese
renforcée par des observations récentes sur le potentiel pathogene de ces composés sur les cel-
lules endothéliales et trophoblastiques®.

2. Définitions
a. Fausses couches spontanées précoces a répétition

L’European Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE)!0 définit la fausse couche
spontanée (FCS) comme un arrét spontané de la grossesse avant que le foetus ne soit viable. Le
seuil de viabilité retenu est de 22 SA. Les progres en matiére de soins néonataux permettent
cependant la survie d’'un petit nombre de nouveau-nés avant cet age gestationnel.

Le Collége National des Gynécologues et Obstétriciens Frangais (CNGOF)1!1 définit une fausse
couche spontanée précoce (FCP) comme 'expulsion spontanée d’une grossesse intra-utérine de
moins de 14 SA tandis qu’'une fausse couche spontanée tardive (FCT) est définie comme une
perte de grossesse intra-utérine survenant entre 14 SA et 22 SA.
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Les fausses couches spontanées précoces dites « a répétition » (FCR) sont définies comme la
survenue d’au moins trois FCP consécutives par le CNGOF, mais I'absence de consensus interna-
tional concernant la terminologie des différents types de fausses couches a motivé la réalisation
de recommandations européennes par I'ESHRE en 2017, qui retient un seuil de deux FCP, consé-
cutives ou non. C’est ce dernier seuil, moins restrictif que celui du CNGOG et permettant de tra-
vailler sur davantage d’échantillons de notre plasmathéque, qui a été retenu pour cette étude.

La thrombophilie est un facteurs de risque de FCR, avec un risque variable en fonction du type
d’anomalie retrouvéel0. Des antécédents de FCR semblent étre un facteur de risque de morbidité
thromboembolique pendant le péripartum, indépendamment d’une thrombophilie maternelle
connuelz,

La survenue d'une FCP est une problématique fréquente de la femme enceinte puisqu’elle com-
plique plus de 10 % des grossesses, tandis que la FCT complique moins de 1 % des grossesses.
On estime que les FCR concernent 1 a 5 % des couples fertiles.

Les anomalies chromosomiques représentent la cause la plus fréquente de FCP sporadiques et
sont retrouvées dans 50 a 70 % des FCS du premier trimestre, soit 5 a 10 % des grossesses.

b. Pré-éclampsie et éclampsie

La conférence de consensus de '’American College of Obstricians and Gynecologists (ACOG) de
2013 définit la PE comme la présence, chez une femme enceinte, d'une hypertension artérielle
systolique > 140 mmHg et/ou diastolique > 90 mmHg, et d'une protéinurie supérieure a 300
mg/24 heures apreés la vingtiéme semaine d'aménorrhée (SA)13.

La PE doit étre suspectée en cas de céphalées, vertiges, troubles de la vue, ou lorsque le feetus est
trop petit par rapport a 1'dge gestationnel. Elle est a distinguer de I'hypertension artérielle gra-
vidique sans protéinurie et d'une hypertension artérielle simple préexistante a la grossesse.

En France, la PE concerne 1 a 3 % des primipares, contre 0,5 a 1,5 % des multipares!. Elle est
plus fréquente apres 40 ans, en particulier chez les multipares?5, ceci pouvant étre en rapport
avec 'augmentation des chiffres tensionnels avec I'dge et une plus grande fréquence des hyper-
tensions artérielles. Il existe par ailleurs un risque de récidive apres une premiére PE d’autant
plus important que celle-ci est précoce et sévere.

L’ischémie placentaire, généralement due a des anomalies de placentation dans lesquelles ren-
trent en jeu des conflits immunologiques, est au centre de la physiopathologie de la PE. Si
I'activation des PNN et leur fixation sur I’endothélium vasculaire ont été bien décrites dans cette
pathologie depuis la fin des années 9016-20, i] a également été montré que des composés issus de
placentas pré-éclamptiques tels que des fragments de syncytiotrophoblastes inflammatoires ou
I'interleukine 8 (IL-8) peuvent déclencher la formation de NETs2122 par les PNN activés. La pré-
sence accrue de NETs retrouvés dans la chambre intervilleuse de placentas pré-éclamptiques
suggere ainsi qu’ils pourraient jouer un réle important dans la physiopathologie de la maladiez3.

c. Hématome rétroplacentaire

L’HRP est défini comme le décollement prématuré d’'un placenta normalement inséré avant
I'accouchement.

La lésion anatomique responsable est constituée d'un hématome décidual basal qui, en inter-
rompant la circulation materno-feetale, entraine rapidement des troubles hémodynamiques as-
sociés a une hypoxie foetale et a des anomalies de la coagulation.
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Son diagnostic peut étre suspecté devant 'apparition de métrorragies associées a une contrac-
ture utérine, et confirmé par I'’examen macroscopique et histologique du placenta.

L’HRP survient dans environ 0,4 a 1 % des grossesses selon les séries2+. Si sa prévalence est rela-
tivement faible, il est responsable de 9 a 12 % des cas de mortalité périnatale24 et est une source
importante de morbidité post-natale, avec notamment la survenue possible de troubles neurolo-
giques importants pour I’enfant au décours.

Aucune des patientes de notre étude ne présentait d’antécédent d’'HRP.

d. HELLP syndrome

Le terme « HELLP » correspond a I’acronyme en anglais de trois signes cliniques définis en 1990
par Sibai?5 : Hemolysis (hémolyse), Elevated Liver enzymes (augmentation des enzymes hépa-
tiques) et Low Platelet count (thrombopénie).

Ce syndrome, considéré le plus souvent comme une complication possible ou une variante de
PE, concerne 0,5 a 0,9 % des grossesses et 10 a 20 % des cas de PE. Il peut néanmoins apparaitre
sans signe de PE dans environ 15 % des cas?e.

Les mécanismes physiopathologiques supposés sont difficiles a différencier de ceux de la PE car
la plupart des constatations faites dans le HELLP syndrome ne lui sont pas spécifiques. Ce syn-
drome correspond ainsi a une microangiopathie gravidique disséminée, conséquence d'un dé-
faut d’'implantation trophoblastique qui entraine un déséquilibre local d’expression des média-
teurs vasoconstricteurs et vasodilatateurs aboutissant a une ischémie placentaire.

e. Petit poids pour I'age gestationnel et retard de croissance intra-utérin

Le PAG, anciennement hypotrophie foetale ou néonatale, et le RCIU, correspondent a des défini-
tions statistiques établies a partir de courbes de référence variables selon les auteurs et le plus
souvent adaptées au sexe du feetus??. La taille et le poids maternels en début de grossesse, la
parité et I'origine ethnique sont parfois pris en compte dans I'élaboration de ces courbes.

Le CNGOF définit le PAG comme un poids isolé (estimation pondérale in utero ou poids de nais-
sance) inférieur au 10¢me percentile28. Le PAG est dit modéré s’il est compris entre les 3éme et
10¢me percentiles tandis qu'un PAG sévere correspond a un PAG inférieur au 3¢me percentile.

Le RCIU correspond le plus souvent a un PAG associé a des arguments en faveur d’'un défaut de
croissance pathologique, tels qu'un arrét ou un infléchissement de la croissance de maniére lon-
gitudinale (au moins deux mesures a trois semaines d’intervalle). Dans les situations de PAG sur
une mesure isolée, I'existence de signes d’altération du bien-étre feetal (diminution des mouve-
ments foetaux, anomalies du Doppler, oligoamnios) doit faire évoquer un RCIU. Plus rarement,
un RCIU peut correspondre a un défaut de croissance avec un poids proche du 10éme percentile
sans atteindre le seuil de classification en PAG.

Les pathologies feetales (anomalies chromosomiques, infections, etc.) sont responsables de 10 a
20 % des RCIU et sont fréquemment associées a des RCIU précoces (apparition au cours du 2éme
trimestre) et sévéres (périmetre abdominal inférieur au 3¢me percentile).

Les PVP constituent I'étiologie de RCIU la plus fréquente, étant responsables d’environ 35 a 50
% des cas. Elles sont plutdt associées a des RCIU tardifs (apparition au 3¢me trimestre), mais les
RCIU peuvent également étre précoces dans les formes séveres.

Un tiers des RCIU restent cependant mal expliqués et sont classifiés comme « idiopathiques ».
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f. Mort foetale in utero

La MFIU correspond a 'arrét spontané de l'activité cardiaque du foetus a un stade gestationnel
supérieur a 14 SA. Cet arrét de la grossesse peut avoir lieu avant le travail (mort feetale antepar-
tum) ou en cours de travail (mort foetale intrapartum).

Les anomalies placentaires sont associées a environ 60 % des MFIU29 et sont responsables de
troubles de la circulation feeto-placentaire pouvant aboutir au déces du feetus. Elles représentent
ainsi la premiere cause ou condition associée a cette pathologie.

Kidron et al. ont étudié les causes de déces in utero de 120 sujets et ont retrouvé une anomalie
de la circulation materno-placentaire dans 51 % des cas, suivie d'une anomalie de la circulation
feeto-placentaire dans 26 % des cas30. Ces anomalies placentaires varient en fonction du terme
de la grossesse. Pinar et al. ont en effet comparé la prévalence des lésions placentaires dans un
groupe de 512 placentas provenant de MFIU a un groupe de 1200 placentas provenant de feetus
nés vivants, et il a été observé que les lésions inflammatoires du placenta étaient plus souvent
retrouvées dans des MFIU précoces, alors que les 1ésions thrombotiques étaient plus souvent
associées a des MFIU tardives.

3. Physiopathologie vasculo-placentaire au cours de la grossesse

a. Grossesse et thrombophilie

La grossesse est une période a risque thrombogéne élevé3! et dont les mécanismes physiopatho-
logiques sont multiples et souvent intriqués. Il est décrit un état d’hypercoagulabilité physiolo-
gique, en lien avec les modifications hormonales, une fibrinogenése augmentée, une augmenta-
tion des facteurs VII, VIII et X (les II, V et IX restant relativement inchangés), du facteur de von
Willebrand (vWF), une diminution du taux de protéine S et I'acquisition d’'une résistance a la
protéine C activée32z. Les modifications anatomiques qui surviennent au cours de la grossesse
sont responsables d'une baisse du flux veineux des membres inférieurs par compression extrin-
séque de l'utérus. Pour finir, des facteurs personnels et environnementaux tels qu'un age supé-
rieur a 35 ans, une parité supérieure a 2, un tabagisme actif ou passif, une surcharge pondérale,
un alitement prolongé, une infection intercurrente ou la présence de varices constituent des
facteurs supplémentaires impliqués dans le surrisque thrombogéne33.

Le risque thrombogene au cours de la grossesse est a 'origine de complications materno-foetales
importantes34 qui peuvent étre majorées par l'existence d’'un état de thrombophilie sous-jacent.
La thrombophilie est définie par des notions cliniques (antécédent de thrombose veineuse pro-
fonde, d’embolie pulmonaire, de RCIU ou d’HRP avec lésions ischémiques de la plaque basale a
I'examen anatomo-pathologique du placenta) ou biologiques (présence d’APL, déficit en anti-
thrombine, en protéine C, en protéine S, résistance a la protéine C activée, mutation du facteur V
Leiden ou du facteur II, hyperhomocystéinémie).

Toutes ces anomalies sont retrouvées fréquemment dans la population générale, sans étre sys-
tématiquement responsables de manifestations cliniques. Le polymorphisme des génes contro-
lant la coagulation et la pénétrance variable des mutations permettent d’expliquer cette hétéro-
généité d’expression clinique (Figure 1).
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Figure 1 : Représentation du risque individuel de thrombose pendant la grossesse, d'apres Sucker3>

Si le risque total dépasse un "seuil critique” imaginaire (pointillés), il y a manifestation de I'événement thrombotique.
b. Placentation normale

Six jours apres la fécondation, le blastocyste s’accole a I’épithélium utérin. Les microvillosités
trophoblastiques les plus externes établissent un systeme d’interpénétration avec celles des
cellules épithéliales utérines. Deux contingents cellulaires se différencient a partir du tropho-
blaste : le cytotrophoblaste en interne, siege d'une activité mitotique intense, et le syncytiotro-
phoblaste en externe, tres invasif, et permettant ’ancrage puis I’enfouissement complet du blas-
tocyste au sein de la muqueuse utérine (Figure 2).

1 - Syncytiotrophoblaste

2 - Cytotrophoblaste

3 - Epiblaste

4 - Hypoblaste

5 - Blastoceéle

6 - Capillaire sanguin maternel

7 - Cavité amniotique

Figure 2 : (A) Adhésion du blastocyste ; (B) Implantation du blastocyste au 9¢me jour

D’apreés le Campus Virtuel Suisse des Universités de Fribourg, Lausanne et Berne [embryology.ch]

Vers le 8¢me jour qui suit la fécondation, des vacuoles extra-cytoplasmiques apparaissent dans la
masse syncytiale et vont progressivement former des lacunes. L’activité lytique du syncytiotro-
phoblaste érode les capillaires de 'endometre et permet I'envahissement des lacunes par le sang
maternel. Leur convergence aboutit a la formation des chambres intervilleuses, qui établissent
une circulation utéro-placentaire primitive vers le 13¢me jour. Cette microcirculation permet no-
tamment le passage de ’hormone chorionique gonadotrope ($-hCG) sécrétée par les cellules
trophoblastiques vers la circulation sanguine maternelle, avec la possibilité de diagnostiquer
une grossesse avant méme le retard de regles.

La croissance invasive du syncytiotrophoblaste s’arréte une fois la couche compacte de la mu-
queuse utérine atteinte. Les zones interlacunaires sont envahies par les cellules du cytotropho-
blaste, qui vont former les villosités primaires. Le mésenchyme d’origine embryonnaire migre
dans le cytotrophoblaste, et sa prolifération aboutit a la formation des villosités secondaires.
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A la fin de la 3¢me semaine, le mésoblaste villositaire se différencie en tissu conjonctif et en vais-
seaux sanguins, établissant une véritable communication vasculaire fonctionnelle entre la circu-
lation placentaire et la circulation embryonnaire. Les villosités contenant des vaisseaux sanguins
différenciés sont appelées villosités tertiaires.

A partir du 4¢me mois, le cytotrophoblaste disparait peu a peu de la paroi des villosités tertiaires,
réduisant la distance entre les chambres intervilleuses remplies de sang maternel et les vais-
seaux feetaux. On parle alors de villosités terminales.

La barriere placentaire ainsi constituée est formée de I'’endothélium capillaire des villosités, du
TC lache qui en occupe I'axe, du cytotrophoblaste et du syncytiotrophoblaste (Figure 3).

Figure 3 : Formation des villosités. (A) 16éme jour ; (B) 21¢me jour ; (C) Fin du 4éme mois
1 - mésoblaste extra-embryonnaire ; 2 - cytotrophoblaste ; 3 - syncytiotrophoblaste ; 4 - capillaires foetaux

D’apreés le Campus Virtuel Suisse des Universités de Fribourg, Lausanne et Berne [embryology.ch]
c. Mise en place de la circulation materno-feetale

Au cours de 'embryogenése villositaire, les cellules trophoblastiques se différencient en cyto-
trophoblastes villeux (CTV), qui fusionnent pour donner le syncytiotrophoblaste, et en cytotro-
phoblastes extravilleux (CTEV), indispensables a 'implantation et au remodelage des vaisseaux
utérins.

Le syncytiotrophoblaste, en contact direct avec le sang maternel, se différencie vers des fonc-
tions d’échange, sécrétrices, endocrines et d’hémostase. Le tapis de microvillosités présent a sa
surface favorise les échanges entre le sang maternel et le sang foetal.

Au 1er trimestre, les CTEV engainent les branches endométriales des arteres spiralées, créant des
bouchons trophoblastiques qui protégent I'embryon de I'hypoxie maternelle. La chambre inter-
villeuse est alors perfusée par un ultrafiltrat plasmatique. Ces bouchons disparaissent progres-
sivement vers 9-10 SA, entralnant une augmentation progressive de la pression partielle en oxy-
géne au sein de la chambre intervilleuse.

La paroi des arteres spiralées est envahie dés 5 SA par une partie des CTEV, ce qui entraine une
disparition de la tunique musculaire lisse artérielle et des cellules endothéliales maternelles. Ces
CTEV deviennent alors endovasculaires, avec des caractéristiques de cellules endothéliales. Les
artéres spiralées perdent leur caractére contractile par transformation de la tunique élastique
artérielle en une paroi fibreuse atone, a I'origine d’'une vasodilatation permettant I'instauration
d’un débit sanguin suffisant dans la chambre intervilleuse pour la croissance feetale au cours des
2¢me et 3eme trimestres (Figure 4).

15
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Arbre villositaire  Circulation feetale  Circulation maternelle Passage du sang maternel Marge placentaire
en coupe par la chambre intervilleuse

Figure 4 : lllustration de la circulation utéro-placentaire, d’aprés Ramsey et Donner

Carnegie Institute of Washington, 1961-62. Contributions to Embryology series, plate 10.
d. Anomalies d’'invasion trophoblastique

Initialement décrit en 1972 chez des patientes hypertendues ou atteintes de PE36, 'absence de
remodelage vasculaire entrainant un défaut d’invasion trophoblastique au cours de la placenta-
tion a ensuite été établi dans des situations de FCR ou de RCIU37.

Des lésions caractéristiques d’athérosclérose ont ainsi été mises en évidence au sein des artéres
spiralées non remodelées de patientes atteintes de PE, mettant en lumiere les mécanismes phy-
siopathologiques entrant en jeu au cours de ces pathologies. Sur le plan histologique, ces 1ésions
sont constituées par des dépots de nécrose fibrinoide, des thrombi et des cellules adipeuses
s’accumulant dans la paroi des arteres spiralées et entrainant a terme une hypoxie placentaire
responsable d’anomalies morphologiques (hypotrophie) et tissulaires (thromboses, infarctus)
du placenta, avec des répercussions sur la croissance feetale pouvant conduire a une MFIU.

Du défaut de remodelage par les cellules trophoblastiques résulte un diametre plus petit des
artéres spiralées, qui gardent alors leur pouvoir contractile car la couche musculaire lisse est
préservéess. Ceci participe a '’hypoxie placentaire par non-adaptation du débit sanguin utéro-
placentaire, ainsi qu'a des phénomenes d'ischémie reperfusion (Figure 5).

Dans le cadre du SAPL, des études ont montré que les APL étaient capables d’inhiber I'invasion
trophoblastique en altérant I'adhésion entre les cytotrophoblastes et les cellules endothéliales,
ou en modifiant I'expression de diverses molécules telles que des métalloprotéinases de matrice,
des cadhérines et des intégrines trophoblastiques2. Concernant les NETSs, Calo et al. ont démon-
tré in vitro leur effet néfaste sur la capacité des trophoblastes a migrer et a maintenir 1'homéos-
tasie immunitaire au niveau placentaire3°.

L’'implication des NETs dans des mécanismes thrombogenes tels que le SAPL, les observations
concernant leur potentiel pathogeéne sur les cellules endothéliales et trophoblastiques®39, et la
présence de NETs dans la chambre intervilleuse de placentas pré-éclamptiques2140 laissent alors
a penser qu'ils puissent avoir un réle thrombotique important et multifactoriel a ce stade de la
pathologie vasculo-placentaire, en étant responsables de stase sanguine via la formation de mi-
crothrombi, et en participant a I'altération de I'endothélium vasculaire4! (Figure 6).
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Figure 5 : Invasion trophoblastique et remodelage vasculaire dans la grossesse normale et la pré-éclampsie,
d’apreés Beaufils38

a - cellules NK ; b - trophoblastes extravasculaires ; ¢ - trophoblastes endovasculaires « endothélialisés ».

Vasculature

Risk of
thrombosis
or bleeding

Figure 6 : Diagramme de Venn illustrant la triade de Virchow, d'aprés Wolberg et al#2

e. Mécanismes physiopathologiques associés
D’autres mécanismes entrent en jeu, notamment dans les RCIU d’origine vasculaire et la PE :

- L’endothélium vasculaire régule la réponse du tissu musculo-élastique endothélial par la
synthése de substances comme le monoxyde d’azote, vasodilatateur et antiagrégant pla-
quettaire, et I'endothéline-1(ET-1), un puissant vasoconstricteur des cellules muscu-
laires lisses. Il est également capable d’agir sur la coagulation locale en modulant la syn-
thése de protéine C et de prostaglandine I, (PGI2).

- Le systéme des prostaglandines joue un role important dans la régulation des flux san-
guins utéro-placentaires via la PGl;, qui posséde une action vasodilatatrice et antiagré-
gante, et le thromboxane alpha-2 (TXAz), qui possede les propriétés inverses. L’équilibre
entre ces deux molécules antagonistes est indispensable a la régulation du débit utéro-
placentaire, avec une augmentation de production au cours de la grossesse en faveur de
la PGL..
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- L’augmentation du stress oxydant dans la PE via la production de dérivés réactifs de
I'oxygene (ROS pour reactive oxygen species) issus de la peroxydation lipidique est bien
documentée43. Bien que leur production soit un phénomeéne physiologique essentiel au
métabolisme cellulaire, les ROS peuvent étre a I'origine de dommages structuraux et
fonctionnels de 'ADN, de I’ARN, des protéines, et des lipides des membranes cellulaires.
Dans le placenta pré-éclamptique, le défaut du remodelage des artéres spiralées res-
treint 'afflux de sang maternel au foetus, produisant des fluctuations importantes de la
concentration d’oxygene a l'origine d’épisodes d’ischémie-reperfusion et de la produc-
tion de DRO#4. Ces perturbations induisent une apoptose trophoblastique et la libération
de débris cellulaires et de facteurs anti-angiogéniques dans la circulation maternelle, ce
qui provoque une inflammation et une dysfonction systémique de I’endothélium mater-
nel.

- Des facteurs angiogéniques tels que le vascular endothelial growth factor (VEGF) et le
placental growth factor (P1GF) sont produits par le placenta lors de la grossesse et sont
retrouvés a des taux élevés dans la circulation maternelle. IIs ont une action systémique
vasodilatatrice et stimulent la production endothéliale de PGI; via leur récepteur mem-
branaire fms-like tyrosine kinase-1 (Flt-1). En se liant au VEGF et au PIGF, la forme so-
luble de ce récepteur (sFlt-1 pour soluble fms-like tyrosine kinase-1) diminue leur biodis-
ponibilité et inhibe leur activité. 11 a été montré sur des modeles animaux que
I'augmentation des taux circulants de sFlt-1 provoquait des signes cardinaux de PE (hy-
pertension artérielle, protéinurie, cedémes) ainsi que les complications séveres asso-
ciées®s. En cas de PE, il existe en effet une augmentation importante de sFlt-1 au niveau
placentaire, potentiellement liée au stress oxydatif4é, et une augmentation moindre du
VEGF et du PIGF en paralleéle, ce qui aggrave I'hypoxie placentaire et participe a la dys-
fonction endothéliale. Ce déséquilibre de la balance angiogénique PIGF/sFlt-1 est au-
jourd’hui considéré comme I'un des déterminants physiopathologiques majeurs de PE%7.

Les RCIU d’origine vasculaire sont donc liés d’'une part a un défaut d’invasion trophoblastique, et
d’autre part a la constitution d’'une véritable « maladie endothéliale », probablement induite par
le défaut de remodelage vasculaire et a laquelle pourrait participer une activation de la NETose.
La cellule endothéliale libére en excés de 'ET-1 et du TXA,, ce qui entraine une augmentation
des résistances vasculaires. Les facteurs vasodilatateurs tels que le monoxyde d’azote et la PGI;
sont au contraire libérés de facon réduite par la cellule endothéliale 1ésée. Cette inversion pro-
gressive des rapports TXA,/PGI, aggravent les lésions de 'endothélium mais sont également
responsables d’une activation de la cascade de la coagulation en stimulant l'activation de nou-
veaux thrombocytes et en augmentant l'agrégation plaquettaire.

Cette augmentation de I'agrégabilité plaquettaire a pour conséquence l'apparition de micro-
thrombi, participant ainsi a la mise en place d’'une microangiopathie gravidique et d’'une coagu-
lopathie intravasculaire qui peut se diffuser a la circulation maternelle générale et entrainer une
PE. Cette « maladie endothéliale » touche alors le rein, avec apparition d’'une protéinurie et d'une
hypertension, puis les vaisseaux hépatiques (HELLP syndrome), voire la circulation cérébrale
dans les cas les plus graves (éclampsie).

Tous ces mécanismes sont résumés dans la Figure 7.

Le défaut de remodelage des arteres spiralées, associé a des lésions d’infarctus, conduit donc a
une fragilité vasculaire placentaire. Dans le cas de I'HRP, la restauration brutale de ce flux san-
guin, comme par exemple au décours d’une poussée hypertensive, va entrainer un hématome au
sein des tissus 1ésés. Il se forme alors un dépot de fibrine et une activation de la fibrinolyse qui
peut conduire a I'épuisement du fibrinogene et a ’extension de ’hématome.
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Figure 7 : Schéma physiopathologique de la pré-éclampsie, d'apreés Lecarpentier et al.#”
B. Neutrophil Extracellular Traps (NETs) et biomarqueurs circulants de NETs
1. NETs

a. Généralités et historique

Les PNN représentent la sous-population majoritaire des leucocytes circulants en situation phy-
siologique. En 1880, Paul Ehrlich permet leur classification parmi les autres sous-populations
leucocytaires grace a ses travaux sur les colorants cellulaires4s.

Ce sont des cellules clefs du systéme immunitaire inné qui constituent une ligne de défense
contre de nombreux agents pathogenes tels que les bactéries, les micromycétes et les parasites.
Leurs implications dépassent cependant largement les mécanismes microbicides avec notam-
ment des capacités de production de médiateurs pro- et anti-inflammatoires et des roles démon-
trés dans des processus de cicatrisation, d’anaphylaxie, d’athérosclérose, ou encore certains mé-
canismes thrombotiques# (Figure 9).

En 2004, une équipe du Max Planck Institute for Infection Biology dirigée par Brinkmann dé-
couvre in vitro qu'une induction des PNN par de I'IL-8, des lipopolysaccharides bactériens ou du
phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA), qui est un activateur puissant de la protéine kinase C,
entraine la production de fibres extracellulaires3. Ces fibres sont composées d’ADN décondensé
prenant la forme d’une toile et associées a des enzymes intracellulaires participant a la machine-
rie antibactérienne, telles que la myéloperoxydase (MPO), I'élastase neutrophile, des pen-
traxines, la lactoferrine ou la métalloprotéinase de matrice de type 9 (MMP9) (Figure 8).

La nature des composés utilisés pour l'induction suggere que ces fibres, baptisées NETs pour
Neutrophil Extracellular Traps, interviennent dans certains mécanismes inflammatoires et infec-
tieux. Cette hypothése a été confirmée in vitro par la mise en évidence de l'activité antibacté-
rienne des NETs apres stimulation, attribuée auparavant a une action bactéricide des complexes
d’histoness0.
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La NETose apparait ainsi comme une voie de mort cellulaire alternative pour le PNN, et fut pour
cette raison |'objet de controverse car ce mécanisme semblait initialement incompatible avec les
roles essentiels et bien connus de chimiotactisme et de phagocytose de ces cellules dans
I'immunité innée. L'importance des interactions avec les plaquettes dans la formation des NETs,
via la mise en jeu d’une liaison entre les lipopolysaccharides bactériens et le récepteur plaquet-
taire TLR-45152 fut démontrée par la suite, ouvrant la voie a la compréhension de l'aspect pro-
thrombotique et procoagulant des NETs.

La réalité de ces mécanismes est désormais bien connue et de nombreux travaux ont permis de
comprendre leurs implications dans la physiopathologie de nombreuses maladies appartenant a
des champs tres variés de la pathologie humaine, tels que le sepsis, les maladies auto-immunes,
les cancers et les maladies thrombotiques.

Il a été montré que les polynucléaires éosinophiles53, basophiles et mastocytes54 sont également
capables de générer des pieges extracellulaires (Extracellular Traps = ETs), phénoménes regrou-
pés sous le nom plus générique d’ETosis, et qui semblent coexister chez différentes especes vi-
vantes, y compris les plantes5556 (Root Extracellular Traps = RETs), suggérant une relative con-
servation de ce mécanisme protecteur au cours de I'évolution.

A : Les PNN au repos sont circulaires
et dépourvus de fibres.

B : Apreés stimulation par du PMA a
25 nM pendant 30 minutes, les cel-
lules s’aplatissent, émettent des pro-
trusions membranaires et forment
des fibres = NETs (fléche).

C: PNN naifs en suspension.

D : Apreés stimulation par 10 ng d’IL-8
pendant 45 minutes, émission de
nombreux pseudopodes par les PNN
et formation de NETs dans le milieu
extra-cellulaire (fléche).

E : Analyse en MEB a haute résolution
des NETs, qui se composent de fibres
lisses avec un diamétrede 15a 17 nm
(pointes de fleche) et de domaines
globulaires d’un diamétre d’environ
25 nm (fléche). Les complexes globu-
laires peuvent étre agrégés en fais-
ceaux ou fibres épais.

F : Apres stimulation par 10 ng d’IL-8
pendant 45 minutes, les NETs émis
par les PNN ne sont pas entourés par
une membrane.

Figure 8 : Analyse d'un PNN a I'état quiescent et activé par microscopie électronique, d'aprés Brinkmann3
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Figure 9 : Fonctions des PNN dans les maladies vasculaires, d'aprés Mdcsai*®

(A) Les PNN interviennent dans une voie de réaction anaphylactique distincte de la voie classique médiée par les masto-
cytes ou les basophiles. (B) Le recrutement séquentiel de plaquettes, de PNN et de monocytes participe a la pathogenése
de l'athérosclérose. (C) Les PNN contribuent a la coagulation et a la thrombose en libérant du facteur tissulaire et des
inhibiteurs du TFPI (inhibiteur de la voie du facteur tissulaire), ainsi que des NETs procoagulants.

b. Structure et composition des NETs

Les NETs sont composés de filaments d’ADN de 'ordre de 15 nm de diameétre s’enroulant autour
d’histones sous forme de nucléosomes3, formant des domaines fortement chargés négativement.
Ces réseaux d’ADN sont sensibles a I'action de la désoxyribonucléase (DNAse) qui hydrolyse les
liaisons phosphodiesters de I’ADN et peut ainsi désassembler les NETSs.

Les histones des classes H2A, H2B, H3 et H4, qui forment le cceur des nucléosomes en s’associant
en octamere, représentent 70 % des protéines associées aux NETs57. Ce sont des protéines tres
riches en acides aminés basiques, notamment en lysine et en arginine, dont la charge positive a
pH physiologique permet une interaction forte avec les groupements phosphate de 'ADN qui
portent des charges négatives. La transformation des résidus peptidylarginine en peptidylcitrul-
line se fait grace a un processus médié par la peptidyl arginine deiminase de type 1V (PAD4)
nommeé citrullination58-60 et qui permet ainsi la décondensation de la chromatine (Figure 10).
Le réseau de NETs émis par un PNN prend alors I'aspect d’'un filet occupant un espace environ
dix fois plus important que celui occupé par la cellule d’origine.

Plus d’une trentaine de protéines associées aux NETs ont aujourd’hui été identifiées. Il s’agit de
protéines d’origine granulaires (élastase neutrophile, lactoferrine, MPO, protéinase 3, high-
mobility group box 1, cathepsine G), cytoplasmiques (calprotectine, S100 calcium binding pro-
tein) ou membranaires (intégrines Mac-1 (CD11b/CD18), composants de la NADPH oxydase 2).

A cette structure commune des NETs peuvent s’associer d’autres protéines et composants circu-
lants en fonction des situations physiopathologiques. C'est notamment le cas du vWFé1, du fac-
teur XII# et du facteur tissulaire4¢2, qui vont avoir des roles majeurs dans I'implication des NETs
au cours des phénomenes thrombotiques.
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Figure 10 : La citrullination, médiée par PAD4, de résidus arginine sur les histones, entraine la décondensa-
tion de la chromatine, d’aprés Mohanan et al.®

c. Inducteurs de NETose

Le phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA) est un ester de phorbol synthétique actif a des con-
centrations nanomolaires, et fut le premier inducteur de formation de NETs a étre étudié3s3.
C’est un activateur de la voie de signalisation de la protéine kinase C (voie MAPK-ERK)6* qui
reproduit in vitro certains aspect de I'inflammation. Le PMA est capable d’'induire un « burst
oxydatif » dans le PNN, entrainant un assemblage des différents composants du complexe de la
NADPH oxydase®s. Cette induction pharmacologique court-circuite les récepteurs membranaires
physiologiquement impliqués dans la génération de NETSs in vivo, ainsi que les voies de signalisa-
tion secondairement mises en jeu.

De nombreux inducteurs physiologiques de NETose furent par la suite étudiés (Tableau 1),
principalement dans le cadre de leur capacité de lutte anti-infectieuse. C’est le cas en particulier
des lipopolysaccharides bactériens qui sont des composants majeurs de la membrane des bacté-
ries Gram négatif et qui sont reconnus par les PNN via le récepteur TLR4, ce qui entraine une
activation de PAD4 par la voie des Src kinases®s.

Tableau 1 : Inducteurs physiologiques de NETose

Staphylococcus aureus367.68
Streptococcus pyogenes®®
Escherichia coli’®

Shigella flexneri3

Salmonella typhimurium3
Yersinia enterocolitica’
Pseudomonas aeruginosa?
Mannheimia haemolytica”?
Mycobacterium tuberculosis’*
Lipopolysaccharide

Bactéries

Composés bactériens’>

Autres glycoprotéines de membrane

Levures Candida albicans>7.7¢
1177
Parasites To?(op Iasma gondii ;
Leishmania amazonensis’®
. Aspergillus fumigatus’
Champignons Aspergillus nidulans®®
Virus VIH-181

Médiateurs pro-inflammatoires

TNF-a - IL-8 - PAF

Auto-anticorps et complexes immuns?2

ANCAS3 - Anticorps antiphospholipides®

Plaquettes activées®!

Protéines du complément

Dérivés réactifs de I'oxygéne
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d. Mécanisme général de la NETose

En 2007, une équipe canadienne dirigée par Steinberg et Grinstein baptise la mort cellulaire
coincidant avec la formation des NETs de « NETose suicidaire »84.

Ce mécanisme fut le premier a étre décrit dans la littérature et est fortement dépendant de la
production de ROS, et donc de I'action du complexe enzymatique de la NADPH oxydase, impli-
quant de multiples voies de signalisation intracellulaires.

La formation des NETs se déroulent en plusieurs étapes, au cours desquelles le PNN activé subit
de profondes modifications morphologiques. Dans un premier temps, peu aprés 'activation, le
PNN change de conformation et s’aplatit pour favoriser 'adhérence au substratum. Le noyau
augmente de volume et les lobulations de la chromatine disparaissent. Les enzymes granulaires,
parmi lesquelles I’élastase neutrophile et la MPO, sont transloquées dans le noyau par un méca-
nisme qui semble dépendre de la production de ROS85, et dégradent les histones via une action
synergique, entrainant la décondensation de la chromatinesé. L'enzyme PAD4 intervient a ce
stade en assurant la citrullination des histones, amplifiant ainsi ce processus de décondensa-
tion59. Aprés environ une heure, la membrane nucléaire se désagrége et le contenu, dénommé
«nucléoplasme », constitue une masse homogéne au sein du cytoplasme jusqu’a émission dans
le milieu extracellulaire sous la forme de filets de chromatine, avec rupture de la membrane cy-
toplasmique. Les derniéres étapes de formation des NETs impliquent I'assemblage avec de nom-
breuses protéines provenant majoritairement des granules des PNN.

La perméabilisation de la membrane cytoplasmique n’est pas une simple conséquence méca-
nique de I'expulsion du nucléoplasme mais constitue un véritable processus de mort program-
mée impliquant des interactions complexes entre filaments d’actine du cytosquelette et histones,
et mettant en jeu le complexe d’'intégrines Mac-175, récepteur membranaire faiblement exprimé
de maniére constitutive a la surface des PNN mais dont I'expression augmente lorsqu’ils sont
activés. Ce complexe, dont le réle était déja connu dans la régulation de certaines fonctions leu-
cocytaires telles que 'adhésion, la migration, la chimiotaxie, la phagocytose, le burst oxydatif et
la dégranulation, intervient donc également dans la NETose.

Cette mort programmée se distingue ainsi du mécanisme d’apoptose classique, qui fait interve-
nir des voies de signalisation différentes. Ceci fut mis en évidence par des expériences de blo-
cage de la voie des caspases, des MLKL (Mixed Lineage Kinase domain-Like) et du protéasome,
qui n’ont que tres peu affecté la NETose87.88,

L’'implication systématique des ROS au cours de la NETose est cependant discutée, au travers
d’études mettant en évidence des mécanismes de production de NETs indépendants de la voie
des ROS et n’entrainant pas systématiquement une mort cellulaires.

2. Biomarqueurs circulants de NETs

a. Introduction

L’hétérogénéité des techniques utilisées dans la littérature et I'absence de gold standard claire-
ment établi témoignent de la complexité de I’étude de la NETose en physiopathologie humaine
ou animale.

Historiquement, la plupart des études sur les NETs sont basées sur des techniques d’analyse
morphologique et de quantification ex vivo, principalement par microscopie. Ces méthodes re-
quiérent une étape d’isolement des PNN suivie d'une étape d'immunomarquage dirigé contre les
différents composants des NETs (histones H3 citrullinées (H3Cit), MPO, élastase neutrophile ou
protéinase 3) grace a des anticorps conjugués a des fluorochromes.
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Il peut étre associé des marquages supplémentaires type colorants Hoechst, qui marquent les
cellules nucléées, ou SYTOX Green (Thermo Fisher Scientific), qui marque I’ADN extracellulaire ou
de cellules a la membrane plasmique altérée. Ces colorations supplémentaires permettent de
mettre en évidence une éventuelle colocalisation des protéines dérivées des PNN et de I’ADN
extracellulaire, suggérant ainsi la présence de NETs (Figure 11).

L’'immunofluorescence permet une visualisation directe des NETs et constitue souvent une
technique complémentaire de vérification d’autres techniques expérimentales dans les études,
permettant d’attester leur validité.

Cette technique est cependant de réalisation longue et d'interprétation subjective, s’avérant peu
adaptée a la quantification®. Les dosages de biomarqueurs circulants de NETs utilisés dans
notre étude permettent en revanche une quantification plus objective et moins fastidieuse a
mettre en place et tendent aujourd’hui a s'imposer dans les études sur la NETose.

Hoechst Overlay

Platelets

Figure 11 : Exemple de visualisation de NETs par des techniques de fluorescence, d’aprés Perdomo et al.?!

b. ADN plasmatique

Bien que la quantification d’ADN plasmatique circulant ne soit pas spécifique aux NETs puisque
les phénomeénes d’apoptose et de lyse cellulaires, que I'on peut par exemple retrouver dans des
contextes de cancers?293 ou de pathologies autoimmunes949, aboutissent également a la libéra-
tion de matériel génétique dans la circulation sanguine, il s’agit d’'un premier marqueur intéres-
sant pouvant étre le reflet d'une libération d’ADN associée a de la NETose. Il a par exemple été
montré que les thromboses veineuses profondes étaient associées a des taux d’ADN plasmatique
augmentés’.

Une étude, dont I'objectif était d’améliorer I'utilisation du fluorochrome sur lequel repose notre
technique de dosage, a montré que les concentrations d’ADN plasmatiques étaient plus impor-
tantes sur sérum que sur plasma, suggérant que de ’ADN était libéré par les cellules lors de la
coagulation9. Les échantillons utilisés dans notre étude étaient donc issus de prélévements san-
guins réalisés sur tubes citratés, centrifugés deux fois a 2400 g pendant 10 minutes afin de récu-
pérer le plasma pauvre en plaquettes, et immédiatement répartis en plusieurs aliquots d’environ
180 pL conservés a -80 °C.

Nous avons ensuite mesuré I’ADN plasmatique en utilisant le kit commercial Quant-it PicoGreen
dsDNA de Thermo Fisher Scientific. Le PicoGreen est une sonde capable de s’intercaler dans
I’ADN, provoquant alors I'émission d’'une fluorescence détectable par un spectrofluoromeétre
(InfiniteM200 PRO, Tecan) (Figure 12).
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Les échantillons et la sonde sont déposés a volume égal dans une plaque de 96 puits. La plaque
est de couleur noire pour limiter les interférences de fluorescence d’un puits a I'autre.

Apres une incubation de 2 a 5 minutes, 'absorbance est mesurée par le spectrophotomeétre a
523 nm, qui correspond a la mesure de la fluorescence apres excitation a 480 nm.

Les résultats sont exprimés en ng/mL a partir d’'une gamme étalon préparée en parallele.

PNN intact

’ $ Pas de fluorescence
4

/ \

I DNA Fluorescence

\ /

\ — /

PNN émettant des NETs

Figure 12 : Principe de détection de I'ADN plasmatique, d'apres Sil et al.”?

c. Complexes MPO-ADN plasmatiques

La MPO est une peroxydase héminique qui s'exprime principalement dans les PNN et, dans une
moindre mesure, dans les monocytes. En présence de peroxyde d'hydrogene (H20-) et d'halogé-
nures, la MPO catalyse la formation de ROS, dont I'acide hypochloreux (HCIO). Ce dernier favo-
rise la chloration de résidus tyrosine des histones, diminuant leur charge positive et permettant
de réduire l'interaction ADN-histone selon un processus similaire a la citrullination’. Le sys-
téme MPO/HCIO joue ainsi un réle important dans la destruction de micro-organismes patho-
génes par les PNN. Il a également été démontré que la MPO était un médiateur local des lésions
tissulaires et de l'inflammation qui en résulte dans diverses maladies inflammatoires9s.

Il existe des kits commerciaux permettant de réaliser un immunodosage de la MPO plasmatique
par une technique ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorbant Assay) classique, mais il est possible
de gagner en spécificité en utilisant une technique basée sur un co-marquage de ’ADN circulant
associé a la MPO sous forme de complexes MPO-ADN.

Devant I'absence de kit commercial disponible et de méthode validée pour I’étude de ces com-
plexes au niveau plasmatique, nous avons utilisé une technique d’ELISA double sandwich déve-
loppée dans le cadre du mémoire de Master 2 du Dr Deloison en 2010 a partir du kit Cell Death
Detection ELISA de Roche, puis modifiée et améliorée par le Dr Colomer et actuellement utilisée
au sein de I'unité INSERM 1034 dans le cadre de projets de recherche.

Cette technique ELISA permet de détecter les complexes MPO-ADN présents dans des plasmas
obtenus a partir de tubes citratés ou EDTA. Le principe général est de capturer ces complexes
circulants grace a deux anticorps, 'un reconnaissant la MPO, et 'autre I’ADN (Figure 13).

Description de la technique :

- Une solution d’anticorps anti-MPO (mouse anti-human myeloperoxydase, Bio-Rad) a 5
pg/mlL est diluée au 1/200¢me, puis coatée sur une plaque de 96 puits de haute affinité
(fournie dans le kit ou plaque qualité ELISA type MaxiSorp).
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Apres incubation d’une nuit a 4 °C sans agitation, la plaque est lavée trois fois avec un
tampon de lavage (type PBS + Tween 20 a 0,05 %). Les puits sont saturés avec un tam-
pon d’incubation (fourni dans le kit) pendant 30 minutes a température ambiante.

La plaque est de nouveau lavée trois fois puis 40 uL de plasmas a tester, issus de préle-
vements réalisés sur tubes citratés conservés a -80 °C, sont mis a incuber avec 60 uL de
tampon d’incubation pendant 90 minutes a température ambiante et sans agitation.
Chaque puits est lavé trois fois et incubé avec un anticorps anti-ADN couplé a la peroxy-
dase (kit Cell Death Detection ELISA, Roche) dilué au 1/20¢me en tampon d’incubation.
Apres 90 minutes d’incubation sans agitation et un triple lavage, 100 pL de solution
ABTS (fournie dans le kit) sont ajoutés, suivi d’'une incubation de 30 minutes sous une
agitation de 300 rotations par minute et a I’abri de la lumiére.

La réaction est stoppée par I'ajout de 100 uL de dodécylsulfate de sodium (SDS).

La solution ABTS, incolore, donne un composé chromogénique vert apres action de la
peroxydase. L’absorbance est mesurée a 490 nm (au maximum du signal) et a 405 nm
(correspondant au bruit de fond) par un spectrophotometre (InfiniteM200 PRO, Tecan).
L’absorbance corrigée est obtenue en soustrayant As9onm 2 A40snm.

Tous les échantillons sont passés en double et un blanc est réalisé a chaque manipulation
en substituant le plasma par du tampon d’incubation.

En raison du manque de standardisation d’'une comparaison d’absorbances entre les diffé-
rentes études, une équipe américaine a proposé une méthode basée sur la création d'une
gamme a partir de NETs obtenus d’un pool de donneurs?2. Nous avons ainsi considéré qu'un
pool de 5 donneurs différents de NETs obtenus aprés activation par du PMA a 100 nM cor-
respondait au 100 % de la gamme de dilution, puis rapporté les absorbances a cette gamme.
Les résultats sont ainsi exprimés en « % équivalent NETs » par rapport a la gamme.
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Figure 13 : Principe de détection des complexes MPO-ADN en ELISA, d’apres Sil et al.”?

d. Histones H3 citrullinées

Bien que le dosage des complexes MPO-ADN semble étre plus spécifique qu'un dosage de la MPO
seule, celle-ci peut se lier a de 'ADN dans des contextes de lésions tissulaires indépendants de la
formation de NETS, ce qui remet en question sa spécificité en tant que marqueur de NETs. Il
semble donc important de développer de nouveaux biomarqueurs plus spécifiques.
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La citrullination des histones H3 par PAD4 joue un role central dans la formation des NETs60.99,
Les histones H3 citrullinées (H3Cit) sont ainsi considérées comme des biomarqueurs spécifiques
de NETose. Leur quantification reste cependant délicate en raison d’'un manque de tests stan-

dardisés.

Nous avons utilisé dans cette étude une technique validée par une équipe suédoise en 2017 a

partir du kit Cell Death Detection ELISA de Roche!® (Figure 14).

Description de la technique :

Une courbe d’étalonnage est réalisée a partir d’histones H3 humaines recombinantes
(Cayman Chemical) citrullinées in vitro avec une PAD4 humaine recombinante (Cayman
Chemical) par une incubation d’'une heure a 37 °C dans une solution tampon.

100 pL de biotine anti-histone (fournie dans le kit) diluée au 1/10¢me en tampon
d’incubation sont ajoutés dans les puits de la plaque pré-coatés avec de la streptavidine,
molécule ayant une tres haute affinité pour la biotine, et incubés pendant 2 heures.
Aprés un quadruple lavage (PBS + Tween a 0,05 %), 50 pL de plasmas a tester, issus de
prélevements réalisés sur tubes citratés conservés a -80 °C, sont déposés dans les puits
et incubés pendant 90 minutes avant un nouveau cycle de lavage.

100 pL d’anticorps polyclonaux anti-H3Cit de lapin (Abcam) sont déposés dans chaque
puits et incubés pendant une heure.

Aprés un quadruple lavage, les puits sont de nouveau incubés pendant une heure avec
100 pL d’anticorps caprins anti-peroxydase de raifort (HRP) de lapin, suivi d'un nouveau
cycle de lavage.

100 pL de tétraméthylbenzidine (TMB) (Sigma-Aldrich) sont ajoutés dans chaque puits
et incubés dans I'obscurité pendant 20 minutes. La réaction est alors stoppée par 'ajout
de 50 pL de solution de blocage (Thermo Scientific).

L’absorbance est mesurée a 450 nm (au maximum du signal) et a 620 nm (correspon-
dant au bruit de fond) par le spectrophotometre (InfiniteM200 PRO, Tecan).

Les résultats sont ainsi exprimés en mesure d’absorbance a 450 nm.

La limite de détection de cette technique est d’environ 5 ng/mL H3Cit100,
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Figure 14 : Schéma de la procédure ELISA H3Cit, d'aprés Thdlin100

(A) L'anticorps de capture est coaté dans des puits pré-coatés avec de la streptavidine pendant une premiére incubation.
Les échantillons sont déposés dans les puits et les histones se lient a I'anticorps de capture pendant une deuxiéme incuba-
tion. (B) Apres lavage, l'anti-H3Cit est ajouté aux puits, se liant a ’'H3Cit immobilisée mais pas aux histones H3 qui ne
sont pas citrullinées, pendant la troisieme incubation. (C) Au cours de la quatriéme incubation, un anticorps anti-lapin

conjugué a la HRP est ajouté et se lie a I'anti-H3Cit. Pour finir, la TMB est ajoutée pour la détection.
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e. DNAse

La DNAse hydrolyse les liaisons phosphodiesters de I'ADN, constituant ainsi un mécanisme phy-
siologique de dégradation des NETs!01. Elle est exprimée dans l'organisme par des tissus non
hématopoiétiques ou des cellules immunitaires102,

Certaines bactéries pathogenes comme Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes ou
Staphylococcus aureus expriment également a leur surface des DNAses capables de désassem-
bler les NETSs, qui agissent ainsi comme des facteurs de virulences9103, A I'inverse, comme par
exemple lors d’'une activation pathologique de la NETose suite a une morsure de vipeére,
I'administration de DNAse limite les lésions de I'hote grace a son action sur les NETs104,

La production de DNAse de type 1 semble pouvoir étre altérée dans certaines pathologies auto-
immunes comme le lupus érythémateux disséminé101. Il a également été montré dans le contexte
de lupus que le niveau d’activité myéloperoxydasique et le taux d’ADN libre plasmatique étaient
corrélés a la concentration de DNAsel05, laissant penser que celle-ci est exprimée de maniere
compensatoire de fagon a réguler la NETose. Nous avons donc considéré la DNAse comme un
potentiel biomarqueur de NETose dans cette étude.

Il existe plusieurs techniques de détection de l'activité de la DNAse 1. La technique historique est
une méthode de diffusion radiale sur des plaques d’agar1%. Les échantillons de sérum et plasma
testés sont déposés dans des puits creusés dans la plaque et la DNAse 1 diffuse dans I'agar en
hydrolysant I'ADN. Apres une période déterminée, la réaction d'hydrolyse se termine par l'ajout
de citrate de sodium. La lame est alors traitée avec de ’Amido black 10B qui colore I'ADN poly-
mérisé. L'ADN hydrolysé n’étant pas coloré, il est alors possible de mesurer avec précision
I'étendue de l'activité enzymatique, le diametre de l'activité ADNasique correspondant au dia-
metre de 'aire non colorée moins le diametre du puits. Les mesures peuvent ensuite étre con-
verties en ng/mL en utilisant une courbe d’étalonnage. Ce test est suffisamment sensible pour
détecter une activité ADNasique allant de 1 a 100 ng/mL mais présente comme principal incon-
vénient une réalisation longue et délicate, avec des temps d’incubation et de séchage importants.

La technique que nous avons utilisée, développée par le Dr Colomer au sein de I'unité INSERM
1034, repose sur une incubation des plasmas a tester en présence d’ADN, suivie d’'une quantifi-
cation de ’ADN résiduel par le méme principe que pour la détection de ’ADN plasmatique.

Description de la technique :

- Une gamme de DNAse 1 recombinante est préparée en paralléle a partir d’'une solution-
mere a 10 mg/mL de Roche.

- Le kit commercial Quant-it PicoGreen dsDNA de Thermo Fisher Scientific est ensuite utili-
sé, avec une incubation des plasmas a tester a la fois en présence d’'une quantité connue
d’ADN (100 pL d’une solution ADN a 0,5 pg/mL) et sans ADN (remplacé par 100 pL de
Tris-EDTA 1X, Fisher Scientific), afin de pouvoir déterminer la part d’ADN venant du
plasma par soustraction.

- L’incubation est faite dans une plaque noire pour limiter les interférences de fluores-
cence d’'un puits a l'autre a la lecture, pendant 2 heures, a 37°C et sans agitation. La
DNAse est ensuite inactivée par 25 pL. de PBS-EDTA 25 mM a 4 °C.

- 150 pL de PicoGreen sont répartis dans chaque puits et la plaque est incubée a 'abri de la
lumiére pendant 2 a 5 minutes. La fluorescence est ensuite mesurée par le spectropho-
tometre (InfiniteM200 PRO, Tecan) apres une incubation de 2 a 5 minutes sous une lon-
gueur d’onde d’excitation de 480 nm et d’émission de 523 nm.

Les résultats sont exprimés en ng/mL a partir des points de la gamme étalon.
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3. NETs et pathologies thrombo-emboliques

a. Mécanismes de promotion de la thrombose par les NETs
L’'importance des NETs dans la thrombose est désormais bien établie.

Les NETs favorisent la formation de fibrine en activant la coagulation, a la fois par les voies ex-
trinseque et intrinséque : I’ADN, chargé négativement, peut activer le facteur XII, initiateur de la
voie intrinséque de la coagulation45, et le facteur tissulaire présent sur les NETs peut activer la
coagulation par la voie extrinseques”.

Il a en effet été montré que les PNN étaient capables d’exprimer du facteur tissulaire fonctionnel
a leur surface, probablement par des mécanismes de transfert62107.108 et que celui-ci était re-
trouvé a la surface des NETs, participant a leur action pro-coagulantes.

Les NETs peuvent également lier a la fois le vWF et les plaquettes>6. Les histones H3 et H4 aug-
mentent 'expression membranaire de phosphatidylsérine et de P-sélectine en activant les pla-
quettes, qui vont a leur tour potentialiser I'activation de la coagulation®. En se liant a la protéine
C, les histones empéchent son activation par la thrombomoduline, neutralisant ainsi son action
anticoagulanteS. Elles sont également capables d’interagir avec I'endothélium en l'activant et
peuvent av