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Le choc septique constitue une des formes les plus sévéres de la réponse de 1I’hote a un micro-
organisme pathogeéne. C’est un des syndromes médicaux les plus anciens, mais qui demeure parmi les
plus insaisissables, marqué par une défaillance multi-organes et une mortalité ¢levée. Déja décrit par
Hippocrate au IVéme siécle avant JC comme la putréfaction des tissus (Funk DJ et al., 2009), la
définition du sepsis a évolué vers la description d’une inflammation systémique résultant de 1’invasion
de I'organisme par un germe pathogeéne, disséminant secondairement dans le sang (Angus DC et al.,
2013). Cependant, ’éradication du pathogeéne par les antibiotiques ne permet pas la résolution du
sepsis et de nombreux patients décédent malgré une prise en charge optimale. Ainsi, Lewis Thomas a
suggéré que c’est la réponse de I’hdte qui est responsable de la pathologie, et non le germe (Thomas

L, 1972).

La réponse de I’hdte est liée a une atteinte cytotoxique directe par les agents infectieux ou indirecte
par les médiateurs de I’inflammation. Elle passe par la mise en jeu de nombreux mécanismes de
défense et par une intense activation cellulaire notamment endothéliale, plaquettaire et monocytaire,
mais aussi érythrocytaire ou granulocytaire. Le phénotype de I'endothélium vasculaire est alors altéré,
prenant un caractére pro-adhésif, pro-inflammatoire et pro-thrombotique (Annane D et al, 2005;
Boisrame-Helms J et al., 2013). A ce stade, I’activation pathologique de la coagulation et une
inhibition de la fibrinolyse réactionnelle peuvent induire une forme sévére de coagulopathie : la
coagulation intravasculaire disséminée (CIVD). Celle-ci aboutit a la génération inappropriée de
thrombine, a I'origine de microthromboses et d’une consommation des facteurs de I'hémostase, et
serait précurseur de syndrome de défaillance multiviscérale (Fourrier F, 2012).

De plus, I’activation cellulaire au cours du choc septique est marquée entre autres par une génération
excessive de microparticules (MPs) détectées dans le sang (Delabranche X et al., 2013). Les MPs sont
des vésicules de moins d’un micrometre de diametre, libérées dans I’espace extracellulaire suite a un
remaniement de la membrane plasmique et a son bourgeonnement. Décrites il y a presque cinquante

ans et longtemps considérées comme des débris cellulaires dépourvus de fonction biologique propre,
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elles connaissent aujourd’hui un intérét croissant en recherche clinique. Cet intérét est lié a leur
nature, qui refléte une activation ou une destruction cellulaire (Wolf P, 1967), et a leur comportement,
puisqu’elles constituent de véritables messagers intercellulaires, capables de moduler de nombreuses
réponses vasculaires et tissulaires. Les MPs véhiculent en effet un signal biologique propre aux
conditions de leur émission par la cellule parentale, leurs caractéristiques membranaires leur conférant
des propriétés généralement procoagulantes, pro-inflammatoires et pro-apoptotiques, mais aussi
anticoagulantes ou pro-fibrinolytiques (Morel O et al., 2004).

Chez I’homme, les MPs sont détectables a de faibles concentrations dans le sang et les fluides
biologiques, en dehors de toute situation pathologique, et témoignent de I’homéostasie cellulaire des
tissus (Berckmans RJ et al., 2001; Meziani F et al., 2008). Des concentrations élevées de MPs
circulantes sont rapportées dans de nombreuses pathologies thrombotiques, inflammatoires,
traumatiques ou cancéreuses (VanWijk MJ et al., 2003; Martinez MC et al., 2011b), et notamment au

cours du choc septique (Soriano AO ef al., 2005; Delabranche X et al., 2013).

Dans ce contexte, les propriétés pro-inflammatoires et pro-apoptotiques des MPs favoriseraient la
survenue d’un syndrome de défaillance multiviscérale (Meziani F et al., 2010). Chez le rat en choc
septique, il a été montré que les MPs pourraient ainsi participer a I’importante dysfonction vasculaire
observée, a la modulation du statut oxydant ou encore, contribuer a un état procoagulant (Mortaza S et
al., 2009). La physiopathologie du choc septique est en effet caractérisée par une intense dysfonction
vasculaire, qui se traduit par une vasoplégie réfractaire au remplissage, nécessitant le recours a des

traitements vasopresseurs.

A la lumiére de ces éléments, la détection de I’activation cellulaire et de I’interaction des différents
types cellulaires au sein des voies de signalisation pourrait constituer une des nouvelles pistes
physiopathologiques d’intérét au cours du choc septique. Elle pourrait en effet mener a un diagnostic
précoce et a une meilleure stratification des patients selon leur gravité, afin d’adapter et d’optimiser

leur prise en charge.
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Dans ce travail de thése, j’ai cherché a montrer ’intérét des MPs circulantes comme marqueurs
pathogénes, mais également comme cibles thérapeutiques potentielles au cours du choc septique. Le
manuscrit articule ainsi des données de recherche expérimentale, cellulaires et animales, et de données

de recherche clinique.

Dans un premier temps, nous avons ¢étudié ’effet qualitatif de différentes émulsions lipidiques de
nutrition parentérale sur le remodelage membranaire de monocytes en culture induit par une
endotoxine bactérienne et la gen¢se des MPs comme témoin de ce remodelage. Dans ce travail, les
MPs sont présentées comme un outil d’exploration de 1’activation cellulaire au cours du choc septique

et des mécanismes du remodelage membranaire.

L’effet de ces mémes émulsions lipidiques a ensuite été exploré sur la génération in vivo de MPs et

I’inflammation vasculaire, dans un modele de choc septique par péritonite chez le rat.

Nous avons poursuivi ces travaux expérimentaux par la caractérisation de ’activation cellulaire au
cours du choc septique, avec une étude clinique réalisée chez cent patients en choc septique, en
utilisant les MPs circulantes comme témoins de la dysfonction du compartiment vasculaire et plus

précisément ici, de 1’activation de la coagulation, a 1’échelle cellulaire.

Enfin, la faisabilité de la modulation pharmacologique des MPs et de leurs propriétés au cours du
choc septique a été montrée en utilisant la protéine C activée dans notre modele de choc septique par

péritonite chez le rat, afin d’étayer la piste des MPs comme cibles thérapeutiques.

Les résultats obtenus dans ces différents travaux montrent I’intérét des MPs circulantes comme outil
dans I’exploration de nouvelles pistes physiopathologiques du choc septique, mais également comme

des cibles pharmacologiquement modulables a des fins éventuellement thérapeutiques.
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Avant de présenter notre travail de recherche, je vais rappeler dans une premiére partie introductive
les caractéristiques, propriétés et mécanismes de formation des microparticules, puis Ia
physiopathologie du choc septique a [’échelle cellulaire, avant de montrer comment les
microparticules peuvent étre impliquées dans la physiopathologie du choc septique et comment elles
peuvent, de ce fait, représenter des marqueurs de ’activation cellulaire et potentiellement des cibles

thérapeutiques.
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|. Les microparticules

1) Caractéristiques

Les MPs sont des fragment submicroniques de membrane plasmique, mesurant 0,05 a 1 pm de
diameétre, libérées dans I’espace extracellulaire par une cellule parentale sous I’effet d’un stress
cellulaire (Freyssinet JM, 2003). Ce stress provoque le réarrangement des phospholipides anioniques
entre les deux feuillets de la membrane cellulaire, qui est déstabilisée et bourgeonne (Zwaal RF et al.,
1997).

Toute cellule est susceptible d’émettre des MPs en réponse a un stress. Dans le vaisseau, elles sont
issues des cellules circulantes, les plaquettes, les leucocytes et les érythrocytes, et des cellules
composant la paroi vasculaire, principalement les cellules endothéliales, les macrophages et les
cellules musculaires lisses (Freyssinet JM, 2003). Les MPs portent les antigénes de surface
spécifiques de la cellule émettrice, qui permettent 1’identification de leur origine cellulaire et parfois
méme du type de stress impliqué, lorsqu’il se traduit par des modifications de la composition
protéique membranaire (Baj-Krzyworzeka M et al., 2002). Les MPs endothéliales sont ainsi
identifiées par la présence des antigénes de surface CD144, CD62E, CD105 et CD31 ; les MPs
plaquettaires portent quant a elles les CD41a, CD42b et CD62P et les MPs leucocytaires, les CD45,
CD4, CDS, CD14 (McVey M et al., 2012). L’origine des MPs peut étre déterminée en combinant la

détection simultanée de plusieurs antigenes de surface (Burger D et al., 2012) (tableau 1).
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Tableau 1 : Antigénes de surface des microparticules circulantes
(d’aprés McVey M et al., 2012)

Cellule émettrice Marqueurs de surface des microparticules

CD31, CD40L, CD4la, CD42a, CD42b, CD61, CDO62P,
CD63, CD107a, fibrinogene, vWF

Plaquette

Monocyte CD14, CD142, CD144, CD162, TLR4

Lymphocyte CD3, CD4, CDg8, CD11b, CD16, CD19, CD21, CD45, CD66b

neutrophile CD66b, CD142

Cellule endothéliale CD31, CD34, CD51, CD54, CD62E, CD63, CD105, CD106,

CD142, CD144, CD146

— : }.'
Polynucléaire 7 S CDlla, CD11b, CD15, CD16, CD35, CD49, CD59, CD62L,

Les MPs ont la capacité¢ de fusionner avec les membranes plasmiques d’autres cellules ou avec
d’autres MPs et sont ainsi susceptibles d’acquérir et de transmettre différents antigénes (Rauch U et
al., 2000; Scholz T et al., 2002). Le thrombus en formation constitue un exemple de focalisation des
MPs leucocytaires et plaquettaires in vivo favorisant la constitution de nouvelles espéces hybrides

exhibant des antigénes propres aux deux lignées (Mause SF ef al., 2010).

Dans le vaisseau, les MPs sont considérées comme procoagulantes, car elles exposent de la
phosphatidylsérine (PhtdSer) sur le feuillet externe de leur membrane. C’est un phospholipide
anionique qui constitue la surface catalytique nécessaire a la fixation des facteurs de la coagulation
vitamine K-dépendants et a leur assemblage sous la forme des complexes de la cascade de la
coagulation. En outre, certaines MPs émises par les cellules endothéliales ou les monocytes portent du
facteur tissulaire (FT) actif, qui est I’initiateur cellulaire de la cascade de la coagulation (Satta N et al.,

1994; Zwicker Il et al., 2011).
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Les MPs sont des effecteurs cellulaires impliqués dans de nombreux phénomeénes physiologiques et
pathologiques (Mause SF et al., 2010). Leur action dépend de la molécule qu’elles délivrent a la
cellule cible (Morel O et al., 2004). Elles peuvent avoir une action autocrine ou paracrine, et sont
capables d’atteindre des cibles éloignées en disséminant dans le sang circulant (Chironi GN et al.,
2009). Les médiateurs solubles (interleukine IL-18, RANTES), peuvent étre délivrés a la cellule cible,
tandis que les ligands associés a la membrane participeraient a I’activation cellulaire. Les MPs
peuvent transférer a la cellule cible des constituants membranaires, récepteurs ou acides nucléiques
cytosoliques (ARN messagers — ARNm, ARN microscopiques — miARN) par fusion membranaire ou
apres internalisation (Zernecke A et al., 2009). Récemment, les MPs ont été proposées comme des
outils de transfert de molécules actives dans un modele de cellules génétiquement modifiées pour
exprimer les récepteurs nucléaires PPAR-y (Sahler J er al, 2012). D’autres exemples plus
physiologiques de reprogrammation cellulaire par les MPs ont été mis en évidence par transfert du
morphogéne Hedgehog (Martinez MC et al., 2006). Cependant, les molécules membranaires
apportées par les MPs, comme le FT de cellules cancéreuses, peuvent étre recyclées et présentées a la

surface de la cellule cible (Mause SF et al., 2010).
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2) Microparticules et autres microvésicules

Les MPs sont a distinguer d’une autre forme de vésicules d’origine endosomale, les exosomes, qui ne
portent pas de PhtdSer, sont de plus petite taille, de 1’ordre de 50 @ 100 nm et fortement enrichis en
protéines de la famille des tétraspanines (Thery C ef al., 2002). Les exosomes sont libérés par fusion
de la membrane vésiculaire avec la membrane plasmique (exocytose), qui de ce fait, ne subit pas de
remodelage membranaire. Le contenu, les marqueurs de surface et les propriétés des exosomes et des
MPs sont différents. De plus, les exosomes proviennent essentiellement des cellules tumorales et
immunitaires (Gyorgy B ef al., 2011; van der Pol E et al., 2012). Dans la littérature, la distinction
entre les différents types de microvésicules n’est pas claire, notamment du fait de I’évolution des
termes employés et de la diversité des techniques d’isolement. Le terme microvésicule, plus ancien,
est ainsi employé pour désigner des MPs ou des vésicules libérées par des cellules non vasculaires ou

cancéreuses (Janowska-Wieczorek A ef al., 2005).

3) La membrane plasmique

La membrane plasmique mesure environ 5 nm d’épaisseur ; elle est composée d’une bicouche de
phospholipides, principalement des glycérophospholipides, et de la sphingosine en moins grande
quantité (Janmey PA et al., 2006). Ces phospholipides sont répartis de mani¢re asymétrique. La
membrane contient également du cholestérol et des protéines, soit transmembranaires, soit ancrées par
des glycosyl-inositol phosphates a la surface de la membrane (Singer SJ ef al., 1972). Le cholestérol
membranaire assure la stabilité mécanique de la bicouche de phospholipides. Au total, la membrane
plasmique contient environ 50% de protéines, dont le poids moléculaire moyen est de 100 kDa, qui se
déplacent dans 50% de lipides, dont le poids moléculaire moyen est nettement inférieur, de I’ordre de

0,7 kDa (Levental I et al., 2010) (figure 1).
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Les phospholipides conférent a la membrane plasmique une courbure grace a leurs propriétés
intrinséques chimiques, électriques et leur morphologie conique (la téte polaire est plus petite que le
diamétre de la base occupée par les acides gras hydrophobes). Ainsi, les mouvements de
phospholipides au sein de la bicouche sont capables de moduler la courbure de la membrane
plasmique. Certaines protéines, en interagissant avec les lipides, participent a la forme de la courbure
de la membrane (Mim C et al., 2012) et pourraient également étre impliquées dans la formation des

MPs, leurs charges positives facilitant la liaison avec la PhtdSer.

Ancres GPI : enzymes, récepteurs,
molécules d'adhésion Répartition des protéines et des lipides

dans les rafts, palmitoyl-dépendante

Liaison aux stérols :
famille Hedgehog

Extracellulaire

Cytoplasme

Protéines prénylées :

Protéines palmitoylées intra- protéine G By, K-

cellulaires : Src-kinases, H-ras, ras4B. Rab
sous-unités a de la protéine G

RAFT NON-RAFT

Figure 1 : Interactions lipides-protéines au sein de la membrane plasmique

(d’apres Levental I et al., 2010)

Les cellules sont composées d’une bicouche de phospholipides, dont la répartition est asymétrique. Le
feuillet externe est composé majoritairement de phosphatidylcholine et le feuillet interne de
phosphatidylsérine, chargée négativement. Cette asymétrie est maintenue par la flippase
(aminophospholipide-translocase ATP-dépendante). Les ancres lipidiques régulent le trafic de
protéines et I’organisation de la membrane plasmique ; elles ont également des fonctions propres,
médiées par leur affinité pour les radeaux lipidiques (raft). GPI : glycosyl-inositol phosphates.
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a. Asymétrie membranaire

Les phopholipides sont synthétisés a la surface des membranes biogénique par des enzymes du
réticulum  endoplasmique (comme la  choline-phosphotransférase, qui  synthétise la
phosphatidylcholine, PhtdChol), dont le site actif est situé dans le cytoplasme. Les protéines de
transport au sein de la bicouche lipidique permettent d’assurer la répartition asymétrique des
phospholipides nouvellement synthétisés entre les deux feuillets, préservant ainsi la stabilité de la
membrane (Menon A et al., 2012).

Des mouvements latéraux dans le plan de la membrane assurent sa fluidité et permettent la
réorganisation et la formation au sein des bicouches phospholipidiques d’entités fonctionnelles ou
radeaux lipidiques (rafts), permettant de focaliser certains ensembles macromoléculaires (récepteurs,
canaux ioniques, etc.) (Verkleij AJ et al., 1973). Pour les cellules « au repos », les échanges spontanés
de lipides entre les feuillets interne et externe (diffusion transverse ou « flip-flop »), sont rares et lents.
En revanche, les membranes plasmiques des cellules « activées » ou stimulées sont capables
d’échanges rapides entre les feuillets interne et externe, et actifs qui consomment de I’ATP et
s’accompagnent de transports ioniques (Martinez MC et al., 2001).

La fluidité des membranes dépend du coefficient de diffusion des lipides, de I’ordre d’1 um?®/s, mais
surtout de leur organisation moléculaire. Ainsi, la nature des acides gras, caractérisée par la longueur
de leur chaine et le nombre de carbones insaturés, détermine la flexibilité des lipides et I’organisation
de la membrane en phase compacte ordonnée ou fluide désordonnée. Le cholestérol influence
également la fluidité des membranes, en I’augmentant ou en la diminuant, selon sa position dans les

chaines d’acides gras (Ohlwein N et al., 2012).

L’asymétrie des membranes est liée a la fois a la présence de protéines se déplacant latéralement dans
les membranes, sans pouvoir changer de feuillet ni traverser la bicouche lipidique, mais également a

la différence de composition lipidique des deux feuillets. Ainsi, si les stérols et céramides sont
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distribués de fagon homogéne dans la bicouche car ils sont capables de diffuser spontanément au sein
de la membrane, les sphingomyélines et la PhtdChol sont principalement localisées sur le feuillet
externe, et les PhtdSer et phosphatidyléthanolamine (PhtdEth) sur le feuillet interne (Bretscher MS,
1972; Verkleij Al et al., 1973; Devaux PF, 1991). Cette asymétrie de répartition des phospholipides
membranaires a de nombreuses conséquences en terme de fonctions biologiques. En effet, le feuillet
externe, compos¢ d’un assemblage dense de sphingolipides et stérols, assure la stabilit¢ de la
membrane vis-a-vis du sang circulant, alors que I’accumulation d’aminophospholipides, et notamment
de PhtdEth, dans le feuillet cytosolique des membranes plasmiques et des vésicules d’endocytose et
exocytose, pourrait permettre a ces membranes de fusionner. La PhtdSer externalisée est également
reconnue comme un signal de phagocytose (« eat me ») et d’initiation de la cascade de coagulation.
De plus, le déséquilibre des masses lipidiques au sein de la membrane serait aussi responsable de la
vésiculation membranaire (Ohlwein N et al., 2012). Enfin, la constitution des rafts s’accompagne du
recrutement sur le feuillet interne de protéines a ancres farnesyl ou géranyl qui participent a la

signalisation intracellulaire en réponse au stress (Levental I et al., 2010).

b. Les transporteurs membranaires des phopholipides

Au niveau de la membrane cellulaire, la distribution asymétrique des phospholipides membranaires et
sa réorganisation aprés activation cellulaire sont gouvernées par un ensemble de transporteurs, qui

assurent la translocation des lipides entre les deux feuillets (Coleman JA et al., 2013) (figure 2).
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Figure 2 : Transporteurs membranaires des phospholipides

Les flippases transportent la phosphatidylsérine (PhtdSer) et la phosphatidyléthanolamine (PhtdEth)
du feuillet externe de la membrane plasmique vers le feuillet interne, contre un gradient de
concentration ; les floppases transportent la phosphatidylcholine (PhtdChol), les sphingolipides et le
cholestérol contre un gradient de concentration dans I’autre sens ; les scramblases ne consomment pas
d’ATP et facilitent le transport de différents lipides a travers la membrane, selon les gradients de
concentration. Dans la cellule quiescente, seule les flippases sont activées, permettant le maintien de

la PhtdSer au niveau du feuillet interne de la membrane ; les flippases sont inactivées, tandis que les
floppases et scramblases sont activées dans la cellule stimulée.

On distingue notamment les transporteurs de type ABC (floppases), les P4-ATPases (flippases) et les
scramblases (Zwaal RF ef al., 2005). Les transporteurs ABC sont des protéines transmembranaires,
catalysant généralement le transport trés rapide des phospholipides du feuillet interne vers le feuillet
externe au sein de la bicouche lipidique membranaire, en consommant de I’ATP et permettant 1’efflux
de lipides vers des lipoprotéines ou vers les micelles biliaires. Les flippases ont quant a elles été

décrites pour la premiere fois par Daleke dans des érythrocytes humains (Daleke DL et al., 1985).
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Elles transportent les phospholipides anioniques contre un gradient de concentration, du feuillet
externe vers le feuillet interne (Daleke DL, 2003). Elles transportent notamment la PhtdSer et la
PhtdEth, limitant ainsi les interactions entre la PhtdSer et le milieu environnant et préservant la cellule
de la reconnaissance par le systéme réticulo-endothélial. Certains transporteurs ABC peuvent
cependant se comporter comme des flippases. Les scramblases sont des transporteurs n’utilisant pas
d’ATP, mais dont ’activité dépend de la présence d’ions calcium. Elles permettent 1’externalisation
de la PhtdSer, réduisant ainsi I’asymétrie des membranes (Coleman JA et al., 2013). La fonction
spécifique de chacun de ces transporteurs et leur régulation en pathologie sont encore mal connues du
fait des difficultés techniques de leur étude. De plus, des pores transmembranaires se forment de fagon
transitoire dans les membranes des cellules activées, facilitant les échanges de phospholipides entre
les deux feuillets de la membrane plasmique et donc I’externalisation locale et transitoire de PhtdSer
(figure 2). Enfin, il faut noter que de nombreux transporteurs ABC se comportent comme des

floppases occasionnelles, comme MDR-2 (Toti F ef al., 2005).

Une autre protéine transmembranaire, TMEMI16F, décrite récemment, serait impliquée dans
I’externalisation de la PhtdSer a la surface des cellules (Suzuki J ef al., 2010). Cette protéine fait
partic de la famille des anoctamines identifiées initialement in silico. La protéine canonique Anol
dépend des flux calciques et un canal chlore (Duran C ef al., 2011). Le géne TMEM16F se trouve au
niveau du chromosome 12 (12q12) et comporte 20 exons, codant pour une protéine de 910 acides
aminés et 8 domaines transmembranaires. Des mutations du géne conduisent au syndrome de Scott
(maladie hémorragique congénitale), du fait de la production de protéines TMEMI16F tronquées non
fonctionnelles (Castoldi E et al., 2011). Dans cette pathologie, les cellules érythrocytaires,
plaquettaires et lymphocytaires sont incapables de réaliser le flip-flop et d’émettre des MPs en

réponse a un influx calcique rapide.
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4) Mécanismes de formation des microparticules

a. Remodelage de la membrane plasmique et flux calcique

L’activation et 1’apoptose cellulaires s’accompagnent d’une ¢lévation importante et soutenue du
calcium intracellulaire, nécessaire a 1’externalisation de la PhtdSer. Cette augmentation du calcium
intracellulaire est liée a un influx calcique via les canaux ioniques ou a la libération de calcium des
stocks intracellulaires principalement du réticulum endoplasmique (Martinez MC ef al., 2001). Ainsi,
la redistribution des phospholipides anioniques dépend des entrées calciques qui peuvent étre
mobilisées en réponse a un agoniste cellulaire. Les canaux SOCE -Store Operated Channel Entry-
(canaux STIMI1- stromal-interacting molecule 1, et Orail), mais aussi d’autres canaux calciques,
comme P2X1 dans les plaquettes permettent une augmentation trés importante et soutenue du calcium
(Munnix IC et al., 2003; Varga-Szabo D et al., 2009). L’implication d’autres canaux ioniques, comme
les « GARDOS channels » (canaux potassiques sensibles au calcium), a également été évoquée
(Heemskerk JW et al., 2013; Kunzelmann K et al.,, 2013). L’entrée de calcium intracellulaire
s’accompagne d’une activation des calpaines, qui interviennent dans la dégradation du cytosquelette,
favorisant ainsi le bourgeonnement de la cellule (Flaumenhaft R ez al., 2010).

Les mitochondries, en dépolarisant leur membrane externe, participent également a 1’externalisation
de la PhtdSer (Lopez JJ et al., 2008), I’ouverture du pore conduisant a une augmentation du calcium
intracellulaire et a I’activation des caspases et des calpaines dans les cellules apoptotiques (Leytin V
etal.,2009)

L’activité translocase est inhibée par une augmentation soutenue et conséquente du calcium
intracellulaire, qui va activer les scramblases (Bevers EM et al., 2010) et les calpaines, qui participent
au clivage du cytosquelette. L’activation et ’apoptose cellulaires sont ainsi caractérisées par un

remaniement de la membrane plasmique, avec externalisation de la PhtdSer (Kunzelmann-Marche C
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et al., 2001). La surcharge en phospholipides chargés négativement qui en découle induit un
bourgeonnement de la membrane et la libération de MPs (figure 3). Il faut noter cependant que les
mécanismes de flip-flop liés a la signalisation calcique sont probablement différents selon le type de
stress et sa durée, puisque les cellules Scott sont capables d’externaliser la PhtdSer en réponse a un
stress apoptotique, alors qu’elles sont incapables de répondre a un stress agoniste comme la thrombine

pour les plaquettes (Lhermusier T et al., 2011)

Le cytosquelette est constitué de polymeres biologiques organisés, qui lui conférent des propriétés
mécaniques spécifiques et conditionnent la forme de la cellule. Au repos, la concentration de calcium
cytosolique est d’environ 1 nM, garantissant la stabilit¢ du cytosquelette. Lorsque les cellules sont
activées, on observe une entrée massive de calcium dans le cytosol (30 a 350 uM), responsable d’une
activation transitoire des calpaines, des cystéines-protéases intracellulaires calcium-dépendantes. Ces
enzymes protéolysent des protéines essentielles du cytosquelette, la filamine-1, la gélosine, la taline et

la myosine (Fox JE et al., 1991; Cauwenberghs S et al., 2006; Campbell RL et al., 2012).
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Figure 3 : Mécanismes de régulation de la vésiculation membranaire

L’augmentation du calcium intracellulaire (Ca,") et 1’activation des enzymes « caspase-1 like » et
calpaines sont responsables du clivage de protéines du cytosquelette comme la taline, la gelsoline et la
filamine. D’autres caspases, comme la caspase 3, vont induire le clivage de ROCK-1 dans les
plaquettes / ROCK-2 dans les cellules endothéliales, des Rho-kinases qui vont phosphoryler la chaine
légere de la myosine, induire la contraction de la cellule et la vésiculation de la membrane plasmique.
AIF : facteur induisant 1’apoptose (apoptosis inducing factor), mPTP : pore de transition membranaire
mitochondrial, SOCE : store-operated calcium channel
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L’activation des caspases joue un role clé dans la génération de MPs. Ainsi, la caspase-3 est
directement impliquée dans la vésiculation membranaire, en clivant la Rho-kinase ROCK-1 qui
phosphoryle la chaine 1égére de la myosine, qui induit alors la contraction de la cellule et la libération
de MPs (Sebbagh M et al., 2001; Coleman ML et al., 2002). La caspase-2 serait capable d’induire la
génération de MPs en 1’absence de phénomeéne apoptotique, puisqu’elle est activée en présence de
thrombine et clive alors la ROCK-2 dans les cellules endothéliales (Sebbagh M et al., 2005). Elle
induirait la vésiculation membranaire de cellules endothéliales stimulées par la thrombine (Sapet C et
al., 2006). Les PAK (p2l-activated kinases) pourraient également étre impliquées dans les
remaniements du cytosquelette, mais les mécanismes sont mal connus (Leverrier Y ef al., 2001)

(figure 4).

Apoptose

Stimuli
apoptotiques

f Contractilité
Bourgeonnement

Figure 4 : Remaniements du cytosquelette au cours de I’apoptose

(d'aprés Leverrier Y and Ridley AJ, 2001)

Au cours de I’apoptose, I’activation des caspases joue un role clé dans la génération de
microparticules : la caspase-3 clive la Rho-kinase ROCK-1 qui phosphoryle la chaine 1égére de la
myosine (CLM), qui induit alors la contraction de la cellule et la libération de microparticules Les
PAK (p2l-activated kinases) pourraient également étre impliquées dans les remaniements du
cytosquelette, mais les mécanismes sont mal connus.
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Au total, la membrane des MPs refléte 1’état d’activation cellulaire, notamment par la composition du
feuillet externe en phospholipides anioniques, mais aussi par [’enrichissement en protéines
particuliéres exprimées en grande proportion par la membrane des cellules activées, comme la E-
sélectine, la P-sélectine ou le FT (Satta N et al., 1994; Morel O et al., 2008). Certaines protéines et
récepteurs transmembranaires peuvent étre sélectivement exportés ou au contraire exclus de la MP en

fonction de leur regroupement transversal dans les rafts, qui sont réorganisés au cours du stress.

b. L’apoptose cellulaire

L’ apoptose est un phénomene physiologique, hautement conservé parmi les espéces, nécessaire au
remodelage tissulaire ou encore au développement et a la résolution de I’inflammation. Elle peut
également étre déclenchée par les cellules infectées par un agent pathogeéne, afin de limiter la
dissémination de D’infection, ou plus généralement par des cellules endommagées de manicre
irréversible (I1ésions de I’ADN, etc.) (Leist M ef al., 2001).

L’apoptose est initiée par un signal apoptotique, qui induit une cascade de signalisation spécifique au
signal. L’activation d’enzymes cataboliques est responsable d’une rétraction cytoplasmique, d’une
condensation de la chromatine des cellules apoptotiques, suivie de la fragmentation de I’ADN en
oligonucléosomes et de la protéolyse des protéines intracellulaires. Ces phénoménes aboutissent a la
formation de corps apoptotiques, entourés de membrane cytoplasmique, qui seront phagocytés et
¢liminés par les macrophages, sans relargage du matériel cytoplasmique, et par conséquent, sans
réaction inflammatoire locale (Leist M et al., 2001; Assuncao Guimaraes C ef al., 2004; Jin Z et al.,
2005). Deux voies de signalisation sont décrites, extrinséque et intrinséque, en fonction de la nature

du stimulus initial (Cabon L et al., 2013).

La voie extrinséque met en jeu les récepteurs a domaines de mort (death domain) de la famille du

facteur de nécrose tumorale TNF (tumor necrosis factor), les TNF-R1 et TNF-R2, et le récepteur
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Fas/CD95 (figure 5). Les récepteurs liés a leurs ligands, TNF et Fas, induisent I’activation d’un
complexe de signalisation, qui active des cystéinyl aspartates protéases spécifiques, les caspases,
présentes sous la forme de pro-enzymes dans les cellules. Les caspases sont composées de deux sous-
unités et d’un domaine N-terminal qui permettra ’activation des pro-caspases. Les caspases sont
activées par auto-activation ou en cascade, par I’intermédiaire d’oligomérisations et clivages sur des
résidus aspartates situés a la jonction des pro-enzymes et des enzymes actives (Tesniére A et al.,

2006).

Les caspases initiatrices -8 et -10, une fois activées par les récepteurs de la famille TNF, qui changent
de conformation, sont responsables de la transduction du signal apoptotique. Elles vont a leur tour
activer de multiples kinases (JNK, ERK, RIP), TRAF et la voie du NF-kB, cliver et rendre
fonctionnelles les caspases effectrices -3 et -7, pour aboutir a la mort par protéolyse. Les caspases
effectrices activées sont capables de protéolyser de nombreux substrats cellulaires essentiels et
notamment leurs précurseurs, leur permettant ainsi de s’auto-activer (Cabon L ef al., 2013).

Des voies d’auto-amplification de 1’apoptose sont décrites et impliqueraient notamment, apres
activation de Fas, le clivage précoce de la protéine Bid par la caspase-8 activée, qui interagit avec Bel-
2, se fixe sur la mitochondrie et aboutit a la libération de substances pro-apoptotiques, amplifiant la
voie intrinséque de 1’apoptose. Cette voie est activée par le stress cellulaire par différents signaux
finement régulés, selon le type cellulaire et ’environnement. Les régulateurs moléculaires de cette
voie impliquent des protéines de la famille Bcl-2, qui vont activer les caspases initiatrices (caspase-9
principalement), qui a leur tour, activent les caspases effectrices (figure 5).

Certaines protéines de la famille de Bcl-2 sont anti-apoptotiques (Bcl-2, Bel-X1) ; elles comportent un
domaine BH4 spécifique, qui interagit avec les protéines régulatrices de I’apoptose (Bag-1, Raf-1).
D’autres sont pro-apoptotiques (Bak, Bax, Bid, Bik), elles comportent un domaine BH3. Ces
protéines contrdlent la perméabilité des membranes mitochondriales externes. Ainsi, les Bel-2 pro-
apoptotiques s’incorporent dans la membrane mitochondriale et y forment des canaux, provoquant de

relargage dans le cytosol de molécules pro-apoptotiques, notamment le cytochrome c, qui va
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participer a la formation d’un complexe appelé apoptosome et a 1’activation des caspases. Les Bcl-2
anti-apoptotiques quant a elles, inhiberaient la formation des pores de perméabilité mitochondriale.

Les corps apoptotiques expriment a leur surface la PhtdSer, qui permet leur reconnaissance et
phagocytose par les macrophages. Le processus apoptotique dépend de la présence d’ATP. En cas de
production énergétique insuffisante, I’apoptose ne pourra avoir lieu et les cellules évolueront vers la
nécrose. D’ailleurs, une importante stimulation apoptotique s’accompagne d’une libération massive
de cytochrome ¢ qui inhibe la chaine respiratoire mitochondriale et donc la production d’ATP (Leist

M et al., 2001; Assuncao Guimaraes C et al., 2004; Jin Z et al., 2005).
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Figure 5 : Voies de signalisation conduisant a I’apoptose cellulaire

L’apoptose peut étre déclenchée par la voie extrinséque (en noir) impliquant des récepteurs a domaine
de mort et leurs ligands ; ceux-ci vont activer des caspases initiatrices, qui vont a leur tour activer des
caspases effectrices et participer a une boucle d’auto-amplification de la cascade, en activant la voie
intrinséque, impliquant la mitochondrie (en gris). La voie intrinséque peut étre activée directement,
par un stress cellulaire ou des lésions de ’ADN. Les caspases effectrices vont cliver de nombreux
substrats conduisant a la fragmentation de I’ADN, a la condensation de la chromatine et au
bourgeonnement de la membrane plasmique. TNF : tumor necrosis factor, TNF-R : récepteur du TNF,
p53 : protéine 53, Bax : Bcl-2 associated X protein, Bak : Bcl-2 homologous antagonist killer, Bel-2 :
B-cell leukemia protein-2.
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La réponse précoce d’un organisme a l’infection est marquée par une apoptose des granulocytes
neutrophiles, qui controlent la multiplication des bactéries, limitent la dissémination de I’infection et
induisent une activation des cellules endothéliales, une inflammation systémique et des Iésions
organiques. Chez les patients septiques, 1’apoptose des neutrophiles est inhibée. L’inhibition de
I’apoptose a pour conséquence une prolongation de la demi-vie des granulocytes neutrophiles et est
associée a une augmentation de la sévérité du sepsis, liée a des 1ésions tissulaires par accumulation de
ces granulocytes neutrophiles dans les tissus. Les mécanismes de cette inhibition ne sont pas encore
parfaitement ¢lucidés. Elle impliquerait une activation du NF-kB, responsable d’une inhibition de
Iactivité caspase-3 et du maintien des potentiels transmembranaires mitochondriaux. Les
lipoprotéines bactériennes inhibent la dépolarisation de la membrane mitochondriale réduisant ainsi
Iactivité caspase-3. Un autre mécanisme retardant [’apoptose serait une dégradation accélérée de la
caspase-3 induite par I’endotoxine ou I’induction de protéines anti-apoptotiques. L’inflammation au
cours du choc septique majore 1’expression des caspases-3, -8 et -9 des lymphocytes et augmente

I’apoptose des monocytes (Jedynak M et al., 2012).

c. Signal d’activation cellulaire

Le déclenchement des processus de vésiculation membranaire, menant a la libération de MPs,
nécessite un signal d’activation cellulaire. De nombreux signaux peuvent ainsi jouer ce réle : des
médiateurs de I’inflammation, avec notamment les cytokines IL-1B et TNFa ; des molécules exogénes
PAMP (Pathogen-Associated Molecular Pattern molecules), qui initient la réponse inflammatoire en
présence d’un agent pathogeéne infectieux ; 1’endotoxine des bactéries gram-négatives (LPS) ou
I’acide lipoteichoique des bactéries gram-positives, qui vont activer respectivement les récepteurs
TLR4 et TLR2 (Toll-Like Receptors 4 and 2) et initier les cascades de signalisation cellulaire,
responsables de phosphorylation et déphosphorylation protéique régulant ’activité de protéines

effectrices (Deutschman CS et al., 2014) (figure 6).
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Figure 6 : Activation des inflammasomes et signalosomes par les signaux dangers intra et

extracellulaires

(d’apres Deutschman CS and Tracey KJ, 2014)

Les molécules de danger et motifs de danger associés aux pathogénes (DAMP - alarmines, PAMP)
sont reconnus par des récepteurs PPR (NLR: récepteur de type Nod, RLR : récepteur retinoic acid
inducible gene 1-like). L’inflammasome est un complexe protéique oligomérique, qui se forme apres
reconnaissance de signaux « danger ». Aprés activation, il clive la pro-caspase-1 en caspase-1, qui va
cliver les cytokines inflammatoires interleukine-13 (IL-1p) et interleukine 18 (IL-18) aprés activation
de sa caspase-1.
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5) Clairance des microparticules

Les mécanismes de la clairance des MPs sont encore mal connus, car difficiles a mesurer, mais
plusieurs voies d’élimination sont décrites. Comme elles sont de petite taille, les MPs échapperaient
transitoirement a 1’¢limination par le systéme réticulo-endothélial, par défaut d’exposition des signaux
de reconnaissance pour la phagocytose par les macrophages et diffusion dans I’interstitium (Rautou

PE et al., 2012).

Plusieurs études récentes décrivent des mécanismes potentiels d’élimination des MPs et laissent
supposer que ces mécanismes sont nombreux. Ainsi Dasgupta et al. ont décrit en 2009 une des voies
principales de la clairance des MPs plaquettaires, via la liaison de la PhtdSer des cellules apoptotiques
et des MPs a la lactadhérine, par I’intermédiaire d’un domaine « discoidin I-like » (Dasgupta SK e?
al., 2009). La lactadhérine est sécrétée par les macrophages et cellules dendritiques immatures et
jouerait un role clé dans I’épuration des MPs plaquettaires, en permettant leur opsonisation par les
macrophages spléniques. Cette protéine n’est pas retrouvée dans le plasma des sujets sains, en
revanche elle est présente a la surface des MPs plaquettaires. De plus, les MPs plaquettaires
circulantes sont augmentées chez les souris KO pour la lactadhérine (MfgeS-/-) et présentent un
phénotype procoagulant réversible aprés supplémentation en lactadhérine (Dasgupta SK et al., 2009).
La méme équipe a décrit plus récemment une autre voie d’élimination de MPs plaquettaires, qui
implique Del-1 (developmental endothelial locus-1). Cette glycoprotéine est sécrétée par
I’endothélium et présente également un domaine « discoidin I-like » et un domaine RGD (Arginine-
Glycine-Acide aspartique), responsables de la liaison a la PhtdSer microparticulaire. Elle est retrouvée
dans le plasma des sujets sains. L’élimination des MPs par Del-1 serait dépendante du phénotype des
MPs, puisqu’elle ne permet la liaison que des MPs endothéliales et plaquettaires, et du tropisme
tissulaire, la protéine n’étant exprimée que dans I’endothélium de certains tissus (poumons et cerveau
chez la souris). Chez le rat, les MPs érythrocytaires seraient rapidement éliminées de la circulation,

principalement par les cellules hépatiques de Kupffer (92%), mais également par les macrophages, par
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I’intermédiaire d’une liaison de la PhtdSer (Willekens FL et al., 2005). L’élimination des MPs
plaquettaires, pourrait également passer par une opsonisation par le fragment C3b, reconnaissant la
PhtdSer microparticulaire, activant ainsi la cascade du complément, pour étre finalement détruites
dans la rate et le foie (Flaumenhaft R, 2006). Enfin, la clairance des MPs pourrait dépendre du
contexte physiopathologique, puisqu’en cas d’endotoxinémie chez la souris, Dasgupta et al. ont
montré que I’expression de la lactadhérine est profondément diminuée, alors que celle de Del-1 est

augmentée au niveau de cellules endothéliales (Dasgupta SK et al., 2012).

Concernant les délais de clairance des MPs, ceux-ci dépendent probablement du phénotype des MPs,
de I’espéce étudiée et du stimulus ayant induit la vésiculation membranaire (tableau 3). La demi-vie
des MPs varierait en effet de quelques minutes a plusieurs heures. Ainsi, Rank ez al. ont mis en
évidence que la clairance de MPs plaquettaire in vivo est plus rapide que celle des plaquettes et ils
évoquent de ce fait des mécanismes d’¢élimination différents (Rank A et al., 2011). Dans cette étude,
70% des MPs étaient retrouvées a la troisieme heure aprés injection de MPs plaquettaires chez
I’homme, alors qu’elles seraient ¢liminées en moins de 10 minutes chez le lapin (Rand ML et al.,

2006) et en moins de 30 minutes chez la souris (Flaumenhaft R, 2006).

Tableau 2 : Clairance des microparticules

(d’apres Rautou PE and Mackman N, 2012)

Microparticules  Organes impliqués  Cellules impliquées = Molécules impliquées Cinétique
Rate Macrophages Lactadhérine )
Plaquettaires ) ) 5 min.
Foie, poumons C. endothéliales Del-1 (sauf rate)
Monocytes /
Endothéliales Rate, foie, poumons ? 5 min.
Macrophages
Foie
Erythrocytaires + rate, poumons, C. de Kupffer PhtdSer 5 min. (80%)
reins
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6) Quantification et détermination de 1’origine cellulaire des

microparticules

Les MPs sont détectables dans le sang et la plupart des fluides biologiques. Une phase pré-analytique
d’isolement et de concentration est nécessaire. Le comité de standardisation de I’ISTH a récemment
émis des recommandations quant aux méthodes de prélevements des échantillons sanguins : pour un
isolement optimal des MPs, il préconise une ponction veineuse avec un garrot peu serré, le rejet des
premiers millilitres de sang et I’utilisation de tubes citrates (citrate de sodium 129 mM, sans
adjonction) ; les échantillons doivent étre immédiatement centrifugés (double centrifugation de 15
min. a 2500 x g) afin d’obtenir du plasma pauvre en plaquettes, qui est congelé a -80°C, si possible

apres avoir plongé I’échantillon dans I’azote liquide (-176°C) (Lacroix R et al., 2013).

La quantification et la détermination de I’origine cellulaire des MPs ne font 1’objet d’aucun
consensus, voire sont matic¢re a controverses (Hugel B et al., 2004). Différentes méthodes d’imagerie
directe ou indirecte, ainsi que des tests fonctionnels permettent la détection des MPs et leur
quantification. Elles peuvent également étre dénombrées aprés immunomarquage par cytométrie en

flux ou single particle tracking (Freyssinet JM et al., 2010) (tableau 2).
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Tableau 3 : Méthodes de détection et de mesure des microparticules

(d’apres Freyssinet JM and Toti F, 2010)

Spécificité :

Méthodes Repl:m.h.lc,tlblhte origine cellulaire, Avantages Inconvénients
Sensibilité .
fonctions
Taille inférieure
limite
A= . . i ’agré
Cytométrie en flux . Echantillons de petits Rl;qge et
(basée sur la taille) ) (@it volumes Letdues
spécifique) Etude fonctionnelle
indirecte (anticorps
spécifique)
Cytométrie a ) Echantillons de petits ~ Etude fonctionnelle
impédance . volumes indirecte (anticorps

, ++(+) (anticorps .. . L.

(basée sur le volume spécifique) Limite de taille spécifique)
électronique) P d inférieure plus basse Prototype
Microscopie a force +(+) L Etude fonctionnelle

3 , . Mesure objective . .
atomique (basée sur +++ (anticorps NN . indirecte (anticorps

. L. Distribution par taille "
la taille) spécifique) spécifique)

Spec,t roscopie de . . Etude fonctionnelle
corré¢lation de Echantillons de petits . .
indirecte (anticorps
photon volumes o
, -+ 0 L spécifique)
(basée sur le Mesure objective el
T RSN . Sensibilité a la
diameétre Distribution par taille olvdispersion
hydrodynamique) PoLydisp
Repérage des
particules ) Echantillons de petits Etude fonctionnelle
fluorescentes . volumes . .

2 +t++ (anticorps . indirecte (anticorps
(basée sur le SostTeu) Mesure objective St
diameétre p d Distribution par taille p d
hydrodynamique)

++H(+) Quantification
Capture et test (activité Fonction indirecte
fonctionnel procoagulante, procoagulante Etude fonctionnelle
o +H(+) ; ) . o
(biologique/ annexine V, Souplesse d’emploi indirecte en dehors de
immunologique) anticorps (autres fonctions) I’aspect procoagulant
spécifique) (anticorps spécifique)
Quantification
ELISA indirecte
(biologique/ +(+) +(+) Souplesse d’emploi Etude fonctionnelle
immunologique) indirecte (anticorps
spécifique)
Test de génération ++ Sllé?g;icatlon
de thrombine ) (activité Test global R .
(biologique) rocoagulante) Pas d"autre fonction
g p g que procoagulant
Protéomique et
lipidomique . - Variations Volume de
(biochimique et qualitatives I’échantillon

bases de données)
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Dans les tests fonctionnels, une étape préalable de capture des MPs grace a ’affinité de la PhtdSer
microparticulaire pour ’annexine-V biotinylée fixée sur une plaque recouverte de streptavidine est
réalisée (figure 7). Les MPs capturées catalysent alors I’assemblage du complexe prothrombinase et la
génération de thrombine a leur surface apreés adjonction de FXa, FVa, FII et chlorure de calcium ; aux
concentrations utilisées, la PhtdSer est le facteur limitant de la génération de thrombine. La thrombine
ainsi générée est quantifiée par clivage d’un substrat chromogéne spécifique a 1’aide d’un
spectrophotométre thermostaté et le résultat est converti en « nanomolaires équivalent
phosphatidylsérine » (nM éq. PhtdSer) par référence a une courbe de calibration réalisée grace a des
liposomes de composition (1/3 PhtdSer, 2/3 PhtdChol) et de concentration connues.

Le phénotype des MPs peut étre déterminé en remplagant I’annexine-V par un anticorps biotinylé
d’intérét et en soustrayant les valeurs du dosage prothrombinase obtenues par capture sur anticorps

non immun (Aupeix K et al., 1997; Hugel B et al., 2004).
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Quantification Détection de la PhtdSer

/ Activité prothrombinase

Figure 7 : Test prothrombinase

(d’apres Aupeix et al., 1997)

A gauche quantification des microparticules totales sur annexine-V biotinylée (AV bi) et a droite
phénotypage par anticorps monoclonal spécifique biotinylé (Ac bi mono). Strepta : streptavidine,
PhtdSer : phosphatidylsérine, FXa: facteur X activé, FVa: facteur V activé, FII: facteur II
(prothrombine), Flla : thrombine.
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Le choc septique

1) Definition, épidémiologie

Le sepsis, le sepsis sévere et le choc septique sont un continuum d’une méme entité clinique

caractérisée par une gravité clinique croissante :

Le sepsis est défini comme une infection, avec des manifestations systémiques liées a une
réponse inflammatoire systémique de 1I’organisme.

Le sepsis sévere est associé a une dysfonction d’organe ou une hypoperfusion tissulaire
(élévation du lactate sanguin ou oligurie). L hypotension induite par le sepsis est définie par
une pression artérielle systolique (PAS) inférieure a 90 mmHg, une pression artérielle
moyenne (PAM) inférieure a 70 mmHg ou une chute de plus de 40 mmHg de la PAS, sans
autre cause d’hypotension artérielle.

Le choc septique est défini par une hypotension artérielle, persistant malgré un remplissage
vasculaire adapté et nécessitant le recours a des vasopresseurs (Levy MM et al., 2003). Le
choc septique est caractérisé par une réponse inflammatoire systémique intense en réponse a
un micro-organisme pathogéne, marquée par une vasoplégie profonde se traduisant par une
hypoperfusion des organes et une dette en oxygeéne, aggravée par une augmentation
importante de la demande métabolique et aboutissant a un syndrome de défaillance

multiviscérale.

Le choc septique est un motif fréquent d’admission en réanimation. S’il y a 30 ans, la mortalité du

choc septique était de plus de 80 %, des progres thérapeutiques ont permis de considérablement la

diminuer. Cependant, malgré une prise en charge étiologique (traitement de [’infection) et

symptomatique (suppléance des défaillances d’organes) optimale, la mortalité reste élevée, de 1’ordre

de 30 a 40 %. L’incidence est d’environ 50 cas pour 100 000 personnes par an. Le choc septique
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représentait 1495 des 10941 (13,7 %) admissions réalisées sur 2 ans dans 14 services de réanimation
frangais appartenant au réseau EPISS ; le taux de mortalité toutes causes confondues a J28 était de 42
% (Quenot JP et al., 2013). On constate de plus une surmortalité & moyen et long terme chez les
patients survivants, avec une morbidité également importante, comprenant notamment une altération
des capacités physiques et troubles cognitifs. Les avancées dans la compréhension
physiopathologique du choc septique n’ont donc pas abouti aux progrés thérapeutiques escomptés
(Asfar P et al.,, 2013). Des traitements ciblés ont été développés afin d’interrompre la cascade
cytokinique pro-inflammatoire initiale (anti-LPS, anti-cytokines proinflammatoires, anti-TNFa) ou de
réduire la coagulopathie (protéine C activée, antithrombine), sans qu’aucun n’ait démontré
d’efficacité. Cependant, des thérapeutiques immunomodulatrices comme les glucocorticoides et les

immunoglobulines, pourraient avoir un intérét (Angus DC ef al., 2013).

2) Diagnostic

Le diagnostic de choc septique est clinique. Il associe une défaillance circulatoire a des dysfonctions
d’organes. Le patient est ainsi classiquement décrit tachycarde, hypotendu avec un pouls filant, des
marbrures cutanées et des extrémités froides et cyanosées, oligo-anurique, polypnéique et pouvant
présenter une encéphalopathie septique associant a un degré divers une agitation, une confusion, des
troubles de la conscience, voire un coma. A ces signes non spécifiques, est le plus souvent associée
une fiévre ou a I’opposé une hypothermie. Le foyer infecticux peut étre évident (cutané, pulmonaire,
abdominal, urinaire, méning¢) ou non. Le diagnostic est établi devant 1’absence de correction des
signes d’hypoperfusion aprés expansion volémique, nécessitant 1’introduction d’un support
vasopresseur.

Des éléments paracliniques sont évocateurs du diagnostic, mais sont aspécifiques. On peut ainsi
retrouver une hyperleucocytose ou une leucopénie, une thrombopénie, des signes de CIVD
biologique, une acidose métabolique lactique, une augmentation de la CRP (C reactive protein), de la

procalcitonine et des anomalies en rapport avec des dysfonctions d’organes. Il n’existe actuellement
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aucun biomarqueur permettant de faire précocement et avec certitude le diagnostic de choc septique
(Faix JD, 2013). Plusieurs scores d’évaluation cliniques ont été proposés comme aide au diagnostic,
mais leur utilisation reste restreinte en pratique courante. La détection des anomalies
physiopathologiques a I’échelon cellulaire, que nous allons détailler ci-dessous, pourrait permettre une

meilleure compréhension de la physiopathologie de ce syndrome et donc un diagnostic plus précoce.

3) Physiopathologie

La physiopathologie du choc septique est complexe, multifactorielle et encore mal cernée. Elle est
caractérisée par une activation excessive et non contrdlée de certains mécanismes de défense
cellulaires. Ceux-ci sont essentiels et bénéfiques lorsqu’ils sont activés localement, mais déléteres
lorsqu’ils sont activés a 1’échelle systémique et non contrdlés (Adib-Conquy M et al., 2009). Le choc
septique est ainsi accompagné d’un syndrome de réponse inflammatoire systémique (SIRS, systemic
inflammatory response syndrom), non spécifique de 1’état infectieux, et d’un déséquilibre de la
balance d’oxydo-réduction, d’une altération de la réponse immunitaire innée, d’une
immunosupression et d’une activation du complément, qui, ensemble, vont conduire a 1’état de choc
septique.

La réponse de 1’héte contre 1’agent pathogéne est a 1’origine d’une intense activation cellulaire,
principalement leucocytaire, endothéliale et plaquettaire, aboutissant notamment a la production de
cytokines, protéases, médiateurs lipidiques, peptides vasoactifs, substances gazeuses et marqueurs de
stress cellulaire. Des molécules d’adhésion et chimiokines séquestrent et activent les neutrophiles
dans les organes cibles, augmentant ainsi I’inflammation et les Iésions tissulaires. Des substances anti-
inflammatoires contrebalancent les effets des médiateurs pro-inflammatoires, permettant ou non de
contréler les mécanismes de défense immunitaire. Ces mécanismes compensateurs et régulateurs,
regroupés sous la dénomination de « CARS » (compensatory anti-inflammatory response syndrome)
seront également responsables d’une immunodépression secondaire facilitant la survenue des

infections nosocomiales (Bone RC, 1996; Adib-Conquy M et al., 2009).
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Aprés invasion par un agent pathogéne, la réponse de I’hdte se fait par la mise en jeu des systémes
d’immunité innée et d’immunité adaptative. L immunité innée constitue la premiére ligne de défense,
tandis que I’immunité adaptative fait appel a des systémes de reconnaissance spécialisés et
systémiques, spécifiques de 1’agent pathogéne. En réponse a un stimulus initial, les cellules de
I’immunité innée libérent un grand nombre de cytokines, chimiokines et produits de I’activation du
complément, quelle que soit la phase du sepsis. La réponse immunitaire adaptative est induite par
I’interaction avec les cellules présentatrices d’antigéne (CPA) qui ont ingéré un pathogeéne. Apres
reconnaissance de I’antigéne, les cellules de I’immunité adaptative, comme les cellules T naives,
proliférent et générent des cellules effectrices, qui a leur tour, libérent des cytokines. « L’orage
cytokinique » serait a ’origine de I’induction de la réponse inflammatoire au cours du sepsis (Aziz M

etal.,2013).

a. Activation des cellules de I’immunité

i) Réponse immunitaire innée

Au cours des états infectieux, I’immunité innée participe et initie les mécanismes de défense via la
reconnaissance de motifs moléculaires conservés a la surface des pathogénes, les PAMP (pathogen-
associated molecular patterns) comme le LPS ou le peptidoglycane, par des récepteurs de I’hote, les
PRR (pattern recognition receptors), comme les protéines TLR (toll-like receptors) ou Nod
(nucleotide-binding oligomerization domain), présents a la surface ou dans le cytosol de nombreuses
cellules (macrophages, cellules dendritiques, histiocytes, cellules de Kupffer, mastocytes). Les TLR
sont une famille de récepteurs membranaires, tandis que les Nod sont des molécules cytoplasmiques
qui détectent les motifs microbiens pénétrant dans la cellule (Athman R et al., 2004; Huet O ef al.,

2004; Kumar H et al., 2013).
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L’interaction des motifs PAMP avec les TLR déclenche les cascades de signalisation qui vont induire
la réponse immunitaire et la clairance de 1’agent infectieux. L’activation de ces voies de signalisation
implique de nombreuses cytokines et molécules associées, nécessaires a ’initiation de la réponse
immunitaire adaptative. Au cours du choc septique, le SIRS peut étre initi€¢ par des produits dérivés
des bactéries, comme le lipopolysaccharide (LPS) ou I’acide lipotéichoique, mais également libérés
aprés lésions cellulaires. La réponse inflammatoire induite par le LPS est un des mécanismes
principaux de la défense de 1’hote contre I’agent pathogéne (Bosmann M et al., 2013). Le LPS est
reconnu par les monocytes et macrophages et transporté par la protéine de liaison LBP (LPS Binding
Protein) jusqu’a son récepteur. Le complexe LPS-LBP interagit avec le CD14, une glycoprotéine
extracellulaire liée par une ancre GPI (glycosylphospho-inositol) et exprimée par les cellules
my¢éloides, corécepteur du TLR4 (Toll Like Receptor 4). La formation d’un complexe CD14/TLR4
par I’intermédiaire de la protéine membranaire adaptatrice MD2 initie la transduction du signal avec
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, expression du FT et induction de 1’apoptose (Guha M et
al., 2001). Dans le monocyte, le LPS active en effet de nombreuses voies de signalisation
intracellulaire, dont les voies IkB kinase (IKK)-NF-kB et des MAPK (mitogen-activated protein
kinases), ERK1 et 2 (extracellular signal-regulated kinases), JNK et p38 (Guha M et al, 2001).
D’autres ligands, dérivés des bactéries (acide lipotéichoique, lipopeptides...) ou de I’héte (protéines
intra- ou extracellulaires, lipides oxydés...), peuvent également initier ou amplifier la cascade de

signalisation du TLR4.

Les TLR, maillon essentiel de I'immunité innée, interagissent avec des molécules de surface des
agents pathogénes. Leur stimulation va activer la cascade de signalisation via les MAPK, aboutissant
a la translocation nucléaire du NF-xB et a une modulation de I’expression de différents genes, avec
une augmentation de la production de cytokines pro-inflammatoires (TNFa, IL-1B, IL-6, I[FN-y) ou
anti-inflammatoires (IL-10), et une répression d’autres génes (antithrombine, albumine) (Bosmann M
et al., 2013) (figure 8). La famille du NF-kB comporte 5 protéines fixant I'ADN. En l'absence
d'activation, elles sont séquestrées dans le cytoplasme, liées a des protéines inhibitrices du NF-kB

(IxB). Les 5 protéines, p65 (RelA), RelB, c-Rel, p50 (NF-kB1) et p52 (NF-kB2) partagent un
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domaine homologue Rel au niveau de leur extrémité N-terminale qui permet leur liaison a I'ADN et la
formation d'homo- ou d'hétérodimeéres. Leur extrémité C-terminale, en revanche, différe selon leur
mode de synthése. RelA/p65, RelB et c-Rel, synthétisées sous leur forme mature, possédent un
domaine de transactivation, qui permet l'initiation de la transcription de genes par NF-kB. NF-
kB1/p50 et NF-kB/p52, quant a elles, sont synthétisées par protéolyse a partir de leur précurseur
polypeptidique p105 et p100 respectifs. La protéolyse de p105 en p50 est constitutive, tandis que celle
de pl100 en p52 est étroitement régulée et inductible. Les homodimeéres de p50 et p52 sont des
répresseurs de la transcription, sauf s'ils sont associ¢s a RelA/p65, RelB et c-Rel. Les protéines de la
famille IxB interagissent avec le domaine homologue Rel de NF-kB afin d'empécher la localisation
nucléaire des sous-unités Rel.

Dans le cytoplasme cellulaire, les diméres NF-xB sont associés avec IkBa, IxkBf ou IkBe, qui sont
dégradés suite a un stimulus. Des protéines IkB atypiques peuvent étre induites et interagissent avec le
NF-kB dans le noyau. Bcl-3, liée préférentiellement aux homodiméres p50 ou p52, est une
oncoprotéine possédant également des domaines de transactivation, permettant ainsi l'initiation de la
transcription de genes par NF-kB, en présence de co-régulateurs nucléaires. Enfin, IKKf et IKKy sont
responsables de l'activation de la voie de signalisation classique de NF-kB, via la phosphorylation de
IkB, en réponse notamment aux cytokines pro-inflammatoires, et IKKa active la voie alternative de

NF-«B et peut réguler la signalisation médiée par IKK}.
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Acide
lipoteichoique

Figure 8 : Signalisation induite par les TLR et Nod

(d’aprés Kumar H and Bot A, 2013)

Au niveau des monocytes/macrophages et des cellules dentritiques, les récepteurs TLR2/6 (activés par
I’acide lipotéichoique) et TLR4 (activé par le LPS) recrutent MyD88 par I’intermédiaire de TIRAP,
conduisant a ’activation de NF-kB. TLR4 recrute également TRIF par I’intermédiaire de TRAM ;
TRIF active les kinases TBKI1/IKKi et le complexe IKK permettant la phosphorylation des IRF
responsables de la transcription des geénes de ’interféron beta (IFN-f) et de NF-kB. Les Nodl et
Nod2 cytosoliques recrutent RIP2 et de CARD9 qui activent NF-xkB et la voie des MAPK pour
induire la transcription des génes des cytokines pro-inflammatoires et de 1’apoptose.
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Les TIRAP (Toll/IL-1R domain-containing adaptator protein) sont d’autres protéines adaptatrices
spécifiques du TLR2 et du TLR4, qui agissent conjointement avec MyD88. TRIF (TIR-containing
adaptator-inducing interferon [3) est ainsi responsable de I’induction de la voie de signalisation
indépendante de MyD88, et TRAM (TRIF-related adaptator molecule) joue le réle de co-adaptateur

dans la signalisation initiée par le TLR4 (Athman R ez al., 2004).

Les molécules Nodl et Nod2 font partie d’une famille de protéines (nucleotide binding site-leucine-
rich repeats proteins, NBS-LRR), impliquées dans le systéme de détection intracellulaire. Nod1 (aussi
appelée CARD4, caspase-activating recruitment domain-4) est exprimée de facon ubiquitaire et
reconnait les deux derniers acides aminés du peptidoglycane des bactéries gram-négatives. Nod2
(CARD15) est principalement exprimée dans les cellules de la lignée myéloide et reconnait le MDP
(muramyl dipeptide) dérivé du peptidoglycane des bactéries gram-négatives et gram-positives,
capable d’induire la production de TNFa et IL-1p (Athman R et al., 2004).

Nod1 et Nod2 interagissent avec une molécule de signalisation commune, RIP2, via des interactions
CARD-CARD. RIP2 interagit avec la IxB kinase y (IKKy) avec formation d’un complexe et
phosphorylation de IkBa, qui active le NF-xB. Ce dernier est ensuite transloqué dans le noyau et
induit la transcription de nombreux génes de I’inflammation. De plus, Nod1 active JNK en réponse a
I’invasion par une bactérie. Nodl et Nod2 pourraient également activer I’apoptose, en interagissant
avec les caspases-1 et -9, et auraient un role pro-inflammatoire pour Nodl, via la caspase-1 qui est
capable de cliver la pro-IL-1f et I’IL-18 en molécules actives sécrétées par les cellules et donc
d’intervenir dans le développement de I’inflammation (Athman R et al., 2004) (figure 8). De plus, on
peut noter que dans les monocytes, 50% de I'IL-18 est libérée sous forme active dans les MPs
(MacKenzie A et al., 2001).

Apres avoir été stimulés par 1’endotoxine, les macrophages induisent la libération de nombreux
médiateurs proinflammatoires, comme le TNFa, I'IL-1p, I’[L-6, D’interféron-y, ’'IL-8 et MCP-1, de
méme que de nombreux médiateurs responsables de Iésions tissulaires, comme les dérivés du

monoxyde d’azote (NO) ou les especes réactives de I’oxygene (ERO). Dans le sepsis, les neutrophiles
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activés permettent initialement la clairance des bactéries, mais contribuent également, dans un second
temps, aux Iésions tissulaires via une stimulation du stress oxydant, une cytotoxicité, une
dégranulation, une augmentation de la perméabilité vasculaire et des lésions d’organes, liées a la
libération de nombreux médiateurs proinflammatoires, de myélopéroxydase (MPO) et protéases. Des
cytokines anti-inflammatoires, comme I’IL-10 ou le facteur de croissance tumorale § (TGFf, tumor
growth factor f§), libérés par les macrophages et les granulocytes neutrophiles, tentent de réguler la
réponse immunitaire (Aziz M et al., 2013).

Le systeme du complément est un ¢lément essentiel de I’immunité innée, qui aboutit a la phagocytose
et a la lyse des pathogenes. Le complément peut étre activé par différentes voies : la voie classique qui
active le C1, C4 et C2 pour produire de la C3 convertase, la voie de la MLB (mannan binding lectin),
ou la MLB se lie aux glycannes riches en mannose a la surface des bactéries. Cela méne a I’activation
des deux premicres protéases Clr et Cls de la voie classique, qui aboutit au clivage du C4 et du C2
pour former le C4b2a et la C3 convertase va générer le C3a et C3b. La troisieme voie d’activation du
complément est liée a I’hydrolyse spontanée du C3, aboutissant a la formation de C3b, qui active
ensuite le complément. La voie extrinséque de 1’activation du complément est liée au clivage du C5
en C5a et C5b par des protéases cellulaires, tissulaires ou plasmatiques, comme la thrombine ou les

protéases libérées par les neutrophiles et macrophages (Ward PA et al., 2012).

ii) Réponse immunitaire adaptative - activation leucocytaire

La rencontre de l'antigéne étranger d’un agent pathogéne, via les CPA, induit une activation des
lymphocytes T dits « naifs » et leur transformation en lymphocytes T « effecteurs » (helpers) (Thl et
Th2), qui se multiplient. Les cellules dendritiques font partie des CPA et jouent un réle clé dans
I’initiation de la réponse immunitaire adaptative en activant les lymphocytes T et leur différenciation
en lymphocytes T effecteurs (Shortman K et al., 2002). Les Thl libérent de grandes quantités de
TNFa, IL-2, IL-12, interféron-y et leucotriénes, permettant la destruction et 1’élimination des

pathogenes. Les Th2, quant a eux, produisent des cytokines immunomodulatrices comme 1’IL-4, I’IL-
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5, PIL-9, ’IL-10 et I’IL-13. La plupart des cytokines Th1 sont produites a la phase précoce du sepsis
et les cytokines Th2 sont libérées en quantité excessive dans un second temps. Un déséquilibre entre
les cytokines Thl et Th2, au profit des Th2, peut étre responsable d’une immunosuppression rendant
I’hote vulnérable par exemple aux infections nosocomiales a la phase tardive d’un sepsis (Verbist KC
et al.,2012; Aziz M et al., 2013). Cette phase est caractérisée par une diminution de la production de
cytokines pro-inflammatoires et par I’apoptose des lymphocytes B et T (Hotchkiss RS et al., 2006).
De plus, la diminution des cellules dendritiques circulantes et dans les organes lymphoides
participerait a la dysfonction immunitaire secondaire, induite par le sepsis (Tinsley KW et al., 2003;
Grimaldi D et al., 2011).

Une infime partie des lymphocytes T effecteurs ne sont pas détruits et constituent un pool de
lymphocytes T « mémoire », qui peuvent réagir rapidement si I’organisme rencontre une nouvelle fois
le méme antigéne étranger. Les lymphocytes T mémoire expriment a leur surface des molécules
impliquées dans la reconnaissance et I’activation de cellules de I’immunité, des récepteurs a des
cytokines et a des facteurs de croissance. Une fois les lymphocytes activés par la rencontre
antigénique, ils proliférent rapidement et acquicrent des fonctions effectrices leur permettant de
produire une grande quantité de facteurs cytotoxiques et immunorégulateurs (Verbist KC et al., 2012).
Les granulocytes neutrophiles activés participent aussi a la défense antibactérienne par I’intermédiaire
de la phagocytose et régulent la réponse immunitaire adaptative, la libération du contenu des granules
sous I’influx ionique et I’émission des NETs (Neutrophil Extracellular Traps) (figure 9) (Amulic B et

al., 2012).
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Figure 9 : Voies de la NETose
(Branzk N et al., 2013)
La NETose est une forme de mort cellulaire, associant déroulement de la chromatine,

perméabilisation des membranes nucléaires et cellulaire et libération d’ADN, histones et enzymes
formant les NETs. La NETose peut étre rapide (a gauche) ou plus lente (a adroite).

La « NETose » est une forme de mort cellulaire qui associe un déroulement de la chromatine et une
perméabilisation des membranes nucléaires puis cellulaires, avec libération de filaments d’ADN,
d’histones et de diverses enzymes, dont 1’¢lastase, qui constituent les NETs (Brinkmann V et al.,
2012). Contrairement a ’apoptose qui aboutit a la fragmentation de I’ADN, la NETose maintient
I’intégrité de I’ADN. Les NETs forment un filet qui entrave la dissémination de I’agent pathogéne et
focalisent aussi une activité enzymatique en permettant I’interaction avec les enzymes protéolytiques,

comme |’¢lastase leucocytaire. La décondensation de la chromatine serait également facilitée par la
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citrullination des histones a partir de I’arginine sous 1’action de la peptidylarginine-désaminase 4
(PAD4) (Neeli I et al., 2009). La NETose peut se faire par mort cellulaire, en quelques heures, et
dépend notamment de la génération d’ERO (Brinkmann V et al., 2004). Au cours des infections a
bactéries gram-positives, on décrit une autre voie de NETose rapide (quelques minutes a une heure),
par relargage de vésicules contenant la chromatine décondensée et des protéines antibactériennes
granulaires s’associant pour former les NETs (Pilsczek FH et al., 2010). Les neutrophiles anucléés
conservent leur fonction de phagocytose, celle-ci ne dépendant pas de la synthése de nouvelles
protéines. Les NETs potentialisent la réponse inflammatoire et la production de cytokines apres

stimulation par le LPS (Farrera C et al., 2013).

Les leucocytes interagissent avec la cellule endothéliale et facilitent notamment le recrutement de
différents acteurs de la cascade de la coagulation, comme les plaquettes ou des facteurs de la
coagulation. Les plaquettes activées par le collagene sont capables de provoquer la libération des
nucléosomes, qui sont des complexes d’ADN et d’histones, a partir de granulocytes neutrophiles et de
diverses protéases. Les nucléosomes peuvent se lier a I’inhibiteur de la voie du facteur tissulaire
(TFPI) et I’inhiber, favorisant ainsi 1’extension du thrombus (Farrera C et al, 2013), soulignant

I’interaction entre immunité innée et thrombose, via les NETs (figure 10).
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Figure 10: Role de I’activation des granulocytes neutrophiles dans D’interaction

inflammation/thrombose

Les granulocytes neutrophiles (PNN) activés par contact avec I’agent microbien pathogéne, ou divers
stimuli (lipopolysaccharide (LPS), interleukine-8 (IL-8), interférons-alpha ou -gamma (IFN-o/y) ou
facteur de croissance hématopoiétique GM-CSF (granulocyte macrophage-colony-stimulating factor)
associés a la fraction C5a du complément) sont recrutés dans les tissus inflammatoires et participent a
la défense antibactérienne via 1’émission de NETs (Neutrophil Extracellular Traps). Les NETs sont
responsables d’une mort cellulaire (NETose) et permettent la capture de pathogénes et une stimulation
de la réponse inflammatoire. Les leucocytes activés recrutés au niveau des lésions endothéliales sont
incriminés dans les processus thrombotiques par I’intermédiaire des NETs et des histones. Des
complexes d’ADN et d’histones forment les nucléosomes, qui peuvent inhiber I’inhibiteur de la voie
du facteur tissulaire (TFPI) et favoriser 1’extension du thrombus.
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iii) Susceptibilité génétique aux agents pathogénes

L’immunité innée peut &tre altérée chez certains individus porteurs de polymorphismes génétiques au
niveau de protéines impliquées dans la reconnaissance de 1’agent infectieux, comme les récepteurs
TLR, I’inflammation ou la coagulation, expliquant ainsi une plus grande susceptibilité génétique aux
infections. Ainsi, depuis le début des années 2000, de nombreuses mutations ont ét¢ décrites et
seraient associées a la survenue plus fréquente de choc septique ou a une plus grande vulnérabilité a
certains pathogeénes (Schroder NW et al., 2005; Netea MG et al., 2012).

Les mutations ponctuelles des récepteurs TLR ont été parmi les premiéres décrites. Pour le TLR4,
elles seraient responsables d’une diminution de ’interaction entre le récepteur et le LPS, augmentant
la susceptibilité des patients aux bacilles gram-négatives (Lorenz E et al., 2002). Des mutations au
niveau de nombreux autres récepteurs de la famille des TLR, du CD14, de la mannose binding lectin
(MBL), de cytokines et d’interleukines ont par la suite également été mises en évidence (Mira JP et
al., 1999; Texereau J et al., 2005; Joram N et al., 2006). L’identification des différents
polymorphismes, par I’analyse du génome ménera peut étre a I’apparition de nouvelles thérapeutiques
ciblant la variante ou I’anomalie génétique, adaptées a chaque patient, mais parait en tout cas une des

pistes de recherche incontournable dans les années a venir (Chiche JD et al., 2002).
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b. Inflammation et activation endothéliale

L’activation cellulaire endothéliale peut étre définie par une augmentation de production de molécules
d’adhésion par des cytokines pro-inflammatoires, avec dommages cellulaires (gonflement,
vacuolisation, dénudation). Cette activation aboutit au recrutement des leucocytes par les chimiokines
et molécules d’adhésion, avec extravasation dans les tissus environnants.

Le sepsis est également associé a un intense stress oxydant et nitrosant, en rapport avec une libération
excessive d’especes réactives de I’oxygene (ERO) et de 1’azote (ERN), notamment par les leucocytes,
et une diminution des défenses antioxydantes endogénes, entrainant des Iésions cellulaires, en
particulier des cellules endothéliales et musculaires lisses vasculaires (Taylor DE et al., 1995; Annane
D et al., 2005). Les stimuli inflammatoires et oxydants/nitrosants altérent le fonctionnement de
I'endothélium (Trzeciak S et al., 2008). L’adhésion leucocytaire et plaquettaire, I’augmentation de la
perméabilité capillaire et I'activation de la cascade de coagulation avec dépdts de fibrine, associées a
I’altération du tonus vasomoteur, conduisent a un état procoagulant et une perfusion capillaire
hétérogeéne avec une diminution de l'extraction de I’oxygene tissulaire (Vincent JL et al., 2005) et une
altération de la signalisation endothéliale intercellulaire (Tyml K et al., 2001).

Les cellules endothéliales s'adaptent a ces changements de maniére appropriée (activation
endothéliale) ou non (dysfonction endothéliale), en réponse aux stimuli environnementaux, chimiques
(TNFa, IL-1, LPS) ou physiques (forces de cisaillement, hypoxie). En cas de dysfonction,
l'endothélium devient pro-adhésif, car le NO' n’inhibe plus I'adhésion plaquettaire et l'expression de
récepteurs de molécules d'adhésion impliqués dans I’adhésion plaquettaire et leucocytaire, et
procoagulant du fait d’une surexpression du FT et d’une diminution de l'expression de la
thrombomoduline et la protéine C activée (Boisrame-Helms J et al., 2013) (figure 11).

Le NF-«kB (p65/p50) joue un role majeur dans la stimulation inflammatoire de l'endothélium. Il peut
étre activé par une voie classique et libéré apreés phosphorylation, ubiquitination et dégradation des
IkBa. Les dimeres RelA (p65)/p50 sont ensuite libérés, transloqués dans le noyau et activent la

transcription des génes des molécules d'adhésion, de la cyclo-oxygénase 2 (COX-2), du FT et de

55



I’inhibiteur de l'activateur du plasminogéne de type 1 (PAI-1). Dans une autre voie d'activation (voie
non canonique), le NF-kB est activé aprés protéolyse de la protéine p100, un inhibiteur de RelB.
Enfin, dans les cellules endothéliales, le NF-kB peut aussi étre activé par des agents pathogénes via
les TLR2 et TLR4, qui sont tous deux augmentés dans des conditions inflammatoires (van Hinsbergh
VW, 2011). De plus, les cytokines pro-inflammatoires sont responsables de la synthése de nombreux
facteurs liés aux protéines G (COX, phospholipase A,, 5-lipo-oxygénase et acétyltransférase), qui
favorisent l'inflammation via la sécrétion de prostaglandines, leucotriénes et du facteur d'activation

des plaquettes (Annane D et al., 2005) (figure 11).
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Figure 11 : Dysfonction vasculaire au cours du choc septique

La réponse de 1’hote a un agent pathogéne est responsable d’une activation cellulaire et de
nombreuses voies de signalisation intra- et intercellulaires, aboutissant a un état pro-inflammatoire et
pro-oxydant. L’endothélium devient alors pro-adhésif et pro-agrégant, supporte la génération de
microparticules pro-inflammatoires et procoagulantes, la fonction barriére de I’endothélium est altérée
et le tonus vasculaire dérégulé, avec pour conséquence une hyporéactivité vasculaire et une
vasodilatation.

ATP : adénosine triphosphate, Ca® " calcium, Cav : cavéoline-1, COX-2 : cyclo-oxygénase-2, eNOS :
NO synthétase endothéliale, H,O, peroxyde d’hydrogéne, iNOS : NO synthétase inductible, K" :
potassium, LPS : lipopolysaccharide, MP : microparticule, NF-kB : facteur nucléaire kappa B, NO :
monoxyde d’azote, O, anion superoxyde, ONOO™ peroxynitrite, PGI, : prostacycline, ERO : espéces
réactives de ’oxygene, FT : facteur tissulaire, XO : xanthine oxydase.
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Les Iésions endothéliales s’accompagnent d’une augmentation de l'apoptose cellulaire et de la
perméabilité capillaire, expliquant en partie I’hypovolémie majeure (Vallet B, 2003). La perméabilité
de l'endothélium est augmentée en raison d’altérations de jonctions serrées et du glycocalyx
(Marechal X et al., 2008), conduisant a une fuite de liquide de I'espace intravasculaire avec formation
d’eedéme, déficit d'extraction de I'oxygene et hypoxie tissulaire (Schouten M et al., 2008). La perte de
l'intégrité des jonctions serrées est responsable de l'internalisation de leur composant principal, la
cadhérine endothéliale vasculaire (VE-cadhérine), et des fuites endothéliales (Goldenberg NM et al.,
2011). Le cytosquelette endothélial joue également un role dans la perte de la fonction barriere de
I’endothélium : les membres de la famille Rho des guanosine triphosphatases (GTPases) régulent les
filaments d'actine, un composant structurel principal du cytosquelette. Dans les pathologies
inflammatoires, telles que le sepsis, la régulation des protéines G RhoA est déficiente et favorise la
perméabilité de l'endothélium (London NR ef al., 2010). Il y a également dépot et oxydation des LDL
dans l'espace sous-endothélial ; le LDL oxyd¢ favorise l'expression de molécules d'adhésion et de
récepteurs de chimiokines a la surface de cellules endothéliales, ce qui provoque une infiltration de la
paroi vasculaire par les monocytes et les lymphocytes T. L’activation, 1’adhésion et la migration
leucocytaires sont médiées par les cellules endothéliales, via une cascade finement régulée impliquant
des molécules d'adhésion (P-sélectine, E-sélectine, ICAM-1, VCAM-1) (Peters K et al., 2003).

Le phénotype pro-adhésif de I'endothélium inflammatoire est renforcé par des modifications des
cellules circulantes au cours du sepsis, avec ’activation leucocytaire, les érythrocytes déformés,
I’augmentation secondaire de la viscosité sanguine, l'agrégation et I'adhésion (Trzeciak S et al., 2008).
L'endothélium devient prothrombotique et antifibrinolytique, favorise I’adhésion plaquettaire et
leucocytaire, ce qui perturbe le flux sanguin et la perfusion et contribue a I’hypoxie tissulaire (Lee
WL et al.,2011). Les cellules endothéliales vont libérer des cytokines pro-inflammatoires, contribuant
a la propagation des Iésions microcirculatoires (Nencioni A et al., 2009). Ces cytokines pourraient
induire l'expression des métalloprotéinases matricielles (MMP), qui dégradent les protéines de la
matrice et les connexions intercellulaires, participant ainsi au remodelage vasculaire (Austin KM et

al., 2013).
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c. Coagulopathie du choc septique - activation plaquettaire, endothéliale et

leucocytaire

Les infections graves, comme le choc septique, sont caractérisées par une activation systémique
pathologique de la coagulation et une inhibition de la fibrinolyse réactionnelle (Fourrier F, 2012). La
formation de thrombi dans la microcirculation en cas de dérégulation est également observée,
aggravant ainsi les dysfonctions viscérales par défaut de perfusion. Cet état procoagulant est li¢ a une
activation cellulaire intense via I’induction de cytokines pro-inflammatoires et des modifications
phénotypiques de I'endothélium vasculaire, qui prend alors un caractere pro-adhésif, pro-
inflammatoire et pro-thrombotique (Boisrame-Helms J et al., 2013). En outre, les polyphosphates
bactériens de longue taille favoriseraient une activation de la phase « contact » de la coagulation et
une inhibition de la fibrinolyse réactionnelle, pouvant prendre la forme d’une coagulation
intravasculaire disséminée (CIVD) et se traduisant sur le plan biologique par une thrombopénie, une
consommation des facteurs et 1’augmentation des D-diméres. De récentes études montrent que la
survenue d'une CIVD dans un choc septique est précurseur de syndrome de défaillance multiviscérale
et a une valeur prédictive de sévérité et de mortalité (Vallet B, 2003; Hartemink KJ et al., 2010;

Fourrier F, 2012).

Au cours du sepsis, les processus hémostatiques sont cependant nécessaires a la défense de 1’hote
contre I’agent pathogéne et seule une production excessive de thrombine peut mener a la dysfonction
viscérale (Delabranche X et al., 2012a). Ainsi, 1’activation des réactions de coagulation au cours du
sepsis permet de limiter la croissance et la dissémination de I’agent pathogéne, constituant un

mécanisme de défense au méme titre que I’immunité innée ou 1’activation du complément.

Les cytokines pro-inflammatoires induisent la transcription et I’expression du FT, a la surface des

cellules endothéliales et des monocytes, ce qui va initier la cascade de la coagulation en activant le
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FVII en FVIIa. Cette cascade aboutit a une génération excessive de thrombine, en raison d’une boucle
d’auto-amplification par les FVa et FVIIla et par I’activation du FXI plaquettaire. La thrombine, liée
au fibrinogéne, convertit celui-ci en monomeres de fibrine, secondairement assemblés en un réseau de
fibrine insoluble apres action de FXIII, lui-méme activé par le complexe thrombine-fibrine (Lane DA
et al.,2005).

La fibrinolyse est caractérisée par I’activation du plasminogeéne lié a la fibrine en plasmine par
I’activateur tissulaire du plasminogeéne (t-PA) ou, dans une moindre mesure, par ['urokinase (u-PA).
La fibrine est ensuite clivée par la plasmine au niveau de I’extrémité C-terminale de la chaine a,
libérant les produits de dégradation de la fibrine (PDF), dont les D-diméres spécifiques de la
dégradation de la fibrine stabilisée (Angles-Cano E, 1994). La génération de plasmine est
principalement contrdélée par I’inhibiteur de ’activateur tissulaire du plasminogeéne (PAI-1) sécrété
par les cellules endothéliales, les fibroblastes et les hépatocytes, mais également par I’inhibiteur de la
fibrinolyse activable par la thrombine (TAFI) en présence de thrombomoduline. Le TAFI est sécrété
par les hépatocytes et diminue la liaison du plasminogéne a la fibrine (Morser J ef al., 2010). La
plasmine générée en exces est neutralisée par I’a,-anti-plasmine et 1’a,-macroglobuline (Schaller J et
al., 2011). L’excés de thrombine et/ou le défaut de polymérisation des monoméres de fibrine est
responsable de la CIVD, avec déplétion en anticoagulants naturels et altération de 1’activation de la
fibrinolyse (van der Poll T ef al., 2014). En effet, la CIVD se traduit par une fibrinolyse retardée par
I’augmentation de PAI-1 secrété par les cellules endothéliales et les plaquettes activées (avec

diminution du t-PA) et par I’activation du TAFI (Zeerleder S et al., 2006)

Par ailleurs, plus le sepsis devient grave, plus les systémes de régulation négative perdent leur
efficacité. Les concentrations plasmatiques des anticoagulants naturels (protéine C, protéine S,
thrombomoduline et antithrombine) sont diminuées dés les stades précoces des infections graves : la
fibrinolyse est particulierement touchée et le TFPI, qui la limite I’activation de la coagulation en
interagissant avec le facteur X et la protéine S, est moins actif (figure 12). L inhibition de I’activation
de la fibrinolyse par PAI signe la dysfonction d’organes et a une valeur prédictive de mortalité dans le

sepsis et la CIVD (Hartemink KJ et al., 2010).
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Figure 12 : Coagulopathie du choc septique

Les cytokines (CK) pro-inflammatoires sont responsables d’une activation de la cascade de la
coagulation, via le facteur tissulaire (FT). Le déficit en inhibiteurs naturels de la coagulation au cours
du choc septique va particuliérement affecter la fibrinolyse.

PS : protéine S, PCa : protéine C activée, PAI-1 : inhibiteur de ’activateur du plasminogene, PDF :

produits de dégradation de la fibrine, polyP : polyphosphates bactériens, t-PA : activateur tissulaire du
plasminogéne.

Le role de la coagulation dans le sepsis ne se limite pas a la formation de microthrombi. En effet,
l'inflammation et la coagulation sont étroitement liées. Les cytokines pro-inflammatoires sont
responsables d’une activation de la coagulation. L'IL-6 joue ainsi un role dans Il'initiation de la
cascade de la coagulation, le TNFa et I'IL-1 participent a la régulation de l'anticoagulation dans des
conditions physiologiques (van Deventer SJ ef al., 1990). De plus, certains facteurs ont des propriétés
pro-inflammatoires (FXa, Flla et FT/FVII(a)) et stimulent la production endothéliale d'IL-6 et IL-8 en
augmentant l'expression membranaire de molécules d’adhésion leucocytaires (E-sélectine, VCAM-1,
ICAM-1 et MCP-1). La protéine C, outre son activité anticoagulante, module I'activation de
I’inflammation médiée par I’endothélium via les récepteurs des protéases activées (protease activated

receptor, PAR), dont l'activation entraine la production de cytokines responsables de 1ésions
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tissulaires inflammatoires (Levi M, 2010). L'activation de la coagulation est la conséquence de
I'inflammation, mais contribue également directement a la physiopathologie du sepsis. Ainsi, chez les
patients septiques, Shapiro et al. (Shapiro NI et al., 2010) ont montré que les biomarqueurs
d’activation cellulaire endothéliale (notamment PAI-1, E-sélectine soluble, [CAM-1 et VCAM-1) sont
corrélés avec la gravité de la septicémie, la défaillance d’organes et la survie. Cela a été confirmé par
Furian et al. (Furian T ef al, 2011), qui ont récemment évalué les indices échographiques de la
fonction myocardique, les marqueurs de l'inflammation vasculaire et la dysfonction endothéliale dans
les phases précoces de sepsis sévére et ont ainsi mis en évidence que les dysfonctionnements
systoliques ventriculaires sont directement associés a certains marqueurs suscités de dysfonction

endothéliale et a un mauvais pronostic.

d. Choc septique et activation plaquettaire

Les plaquettes sont des fragments cytoplasmiques dépourvues de noyau, issues de la fragmentation
des mégacaryocytes médullaires, de 2 4 3 um de diamétre et 8 4 10 um’. Leur durée de vie est de 7 a
10 jours. La glycoprotéine Ia (GPIa) s’associe au GPIla pour former I’intégrine a2p1, impliquée dans
I’adhésion plaquettaire au collagéne, tout comme GPIIIb. La liaison du facteur von Willebrand a la
GPIb permet 1’adhésion plaquettaire. La GPIb facilite 1’activation plaquettaire en formant un
complexe macromoléculaire GPIb-IX-V. La GPIIb-Illa (allbf3) activée lie le fibrinogéne apres
activation et participe a I’agrégation. Les plaquettes portent notamment les TLR2 et TLR4, impliqués
dans la réponse immune innée, et peuvent synthétiser de I’IL-1p au cours des processus
inflammatoires (Morrell CN et al., 2014). Elles contiennent des granules denses, des granules o, des
lysosomes, des mitochondries et des brins d’ARNm. Les granules o renferment des facteurs de
croissance (endothéliaux VEGF, plaquettaires PDGF et PF-4), libérés durant I’agrégation plaquettaire.
Ces facteurs interviennent dans la régulation de la prolifération, de la différentiation et de la survie de

I’endothélium microvasculaire, dans sa réparation et dans I’angiogenése (Yaguchi A et al., 2004).
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Les plaquettes activées interviennent dans I’hémostase primaire en adhérant au collagéne du sous-
endothélium, formant un clou plaquettaire au niveau des Iésions vasculaires, et constituent une surface
pour ’assemblage des facteurs de la coagulation. Au cours du choc septique, une thrombopénie et une
altération de la fonction plaquettaire sont souvent rapportées. De plus, le LPS et 1’acide lipotéichoique
peuvent se lier aux plaquettes et membranes cellulaires endothéliales et inhiber 1’agrégation
plaquettaire. La fonction sécrétoire des plaquettes est en revanche préservée au cours du sepsis, mais
le contenu des granules o est altéré. Ceci serait en rapport avec des modifications au niveau
mégacaryocytaire induites par la réponse inflammatoire. L’agrégation plaquettaire est diminuée, mais
les plaquettes sont toujours capables d’exprimer les molécules d’adhésion et de libérer le VEGF.
Indépendamment de la numération plaquettaire, le sepsis induit une régulation complexe des fonctions
plaquettaires, avec une diminution de leur role dans I’hémostase, au profit d’autres fonctions, comme

la réparation des 1ésions vasculaires (Yaguchi A et al., 2004) (figure 13).
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Figure 13 : Role de I’activation des plaquettes dans I’interaction inflammation/ thrombose

Les plaquettes interviennent dans 1’hémostase primaire (formation du clou plaquettaire au niveau des
lIésions vasculaires et génération de thrombine), mais également dans la régulation de la réponse
immunitaire au cours du sepsis, via leurs récepteurs TLR2 et TLR4 et leur capacité a synthétiser de
I’IL-1B au cours des processus inflammatoires. L’activation plaquettaire augmente la synthése
d’interleukines et cytokines, comme I’IL-27 et le CD40 soluble, contribuant a I’altération de la
régulation immune au cours du choc septique. Les plaquettes activées sont également capables de
provoquer la libération des nucléosomes a partir des granulocytes neutrophiles et de diverses
protéases, participant a la formation des NETs (pi¢ges neutrophiles extracellulaires).
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Il a récemment été montré que les métalloprotéinases matricielles jouent un réle essentiel a la fois
dans les fonctions endothéliales et plaquettaires. PAR-1 est un récepteur a sept domaines
transmembranaires couplé a la protéine G, exprimé par presque toutes les cellules sanguines
circulantes, a 1’exception des érythrocytes, et par la paroi vasculaire. PAR-1 est activé par la
thrombine (voie canonique) et participe a I’activation plaquettaire (agrégation des plaquettes,

changement de forme, adhésion, prolifération cellulaire, production de chimiokines et migration).

Les récepteurs PAR (-1, -2, -3 et -4) sont activés de facon irréversible, par clivage de I’extrémité N-
terminale extracellulaire par les sérine-protéases (thrombine, plasmine, protéine C activée,
thrombocytine, FXa, FVIla, kallicréine, trypsine...). PAR-1 peut également étre activé par les MMP-1
et MMP-13 (collagénases interstitielles), capables de cliver I’extrémité N-terminale en d’autres sites
(voie non canonique), avec génération de néo-ligands spécifiques qui activent la voie de signalisation
des protéines G (Gq, Gj et Giy13) et ainsi avoir une activité agoniste de PAR-1. MMP-1 est I’enzyme
principale responsable de la dégradation du collagéne ; elle est exprimée par la plupart des cellules de
la paroi vasculaire, de I’inflammation et les plaquettes. La pro-MMP-1 forme un complexe stable avec
les intégrines o231 et allbf3 a la surface des plaquettes. MMP-1 active PAR-1, via la voie de
signalisation impliquant Gyy3-Rho et la MAPK p38, induisant un changement de forme de la
plaquette. Cette voie est également impliquée dans la thrombogénése plaquettaire et la rétraction du
caillot (Austin KM et al., 2013). MMP-1 jouerait également un role essentiel dans la dysfonction
vasculaire du sepsis. Des taux trés augmentés de pro-MMP-1 ont été détectés chez les patients
septiques et sont corrélés a la survie des patients. MMP-1, via 1’activation de PAR-1, initie 1’altération
de la fonction barriére de I’endothélium, en activant la voie Rho. L’inhibition de MMP-1 a un stade
précoce du sepsis est associée a une amélioration de la survie de souris septiques KO pour le récepteur
PAR-2, mais pas chez les souris KO pour PAR-1. De plus, chez ces mémes souris, I’administration
exogene de MMP-1 aggrave la dysfonction endothéliale par altération de la fonction barriére de
I’endothélium, alors que son inhibition diminue la fuite capillaire induite par le sepsis, la CIVD et

atténue 1’orage cytokinique (Tressel SL et al., 2011).
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De récents travaux expérimentaux ont montré que 1’activation plaquettaire pouvait de plus contribuer
a l’augmentation des concentrations plasmatiques d’interleukines et cytokines, comme I’'IL-27
(régulateur des lymphocytes T, avec des effets pro- et anti-inflammatoires, prédicteur d’infection) et
le CD40 soluble (membre de la famille du TNFa, prothrombotique et pro-inflammatoire lorsqu’il se
lie a son récepteur et corrélé a la mortalité du sepsis), et ainsi contribuer a 1’altération de la régulation
immune au cours du choc septique (Lorente L ef al., 2011; Wong HR ef al., 2012; Hamzeh-Cognasse

Hetal., 2013).
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lll. Les microparticules, marqueurs pathogenes et
cibles thérapeutiques potentielles au cours du

choc septique

1) Microparticules, marqueurs potentiels de la dysfonction

cardiovasculaire

a. Microparticules et réponse inflammatoire

Dans le vaisseau, les microparticules peuvent étre le témoin de 1’activation cellulaire et contribuer a
I’amplification de la réponse inflammatoire au LPS par la stimulation de différentes voies de
signalisation intercellulaire. En effet, chez les animaux traités par du LPS, les concentrations de MPs
leucocytaires circulantes sont augmentées et il a été démontré in-vitro qu’elles favorisent la sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires (IL-6) par les cellules endothéliales (Mesri M ef al, 1999). Les
mécanismes d’amplification de la réponse monocytaire pourraient étre relayés par le récepteur P2X7,
de la famille des récepteurs inotropiques ATP-dépendants, a I’origine de la synthése de cytokines pro-
inflammatoires. Ainsi, 1’activation de ce récepteur induit un influx calcique rapide et majeur,
stimulant la translocation de la PhtdSer sur le feuillet externe de la membrane cellulaire et aboutissant
a la vésiculation membranaire (Dubyak GR, 2012). De plus, suite & un stimulus pro-inflammatoire
initial, MacKenzie et al. ont montré que [’activation du récepteur P2X7 serait a 1’origine de
I’exportation d’IL-1f3 mature dans les MPs monocytaires. L’IL-1 délivrée par les MPs a une action
paracrine sur les récepteurs de I’IL-1 des cellules avoisinantes, favorisant la libération de cytokines et
contribuant ainsi a une premicre boucle d’amplification de la réponse inflammatoire (MacKenzie A et

al., 2001; Chiao CW et al., 2008). En effet, [’activation endothéliale par les monocytes est dépendante
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de la concentration en IL-1p et induit la synthése et I’expression de molécules d’adhésion (ICAM-1,
VCAM-1) et de E-sélectine, favorisant I’adhésion leucocytaire (Wang JG ef al., 2011; Amabile N et

al., 2013).

La contribution des récepteurs P2X7 a la réponse inflammatoire est multiple et les interactions avec
les MPs restent encore a explorer, notamment au cours de 1’extravasation des lymphocytes T vers les
sites d’inflammation (Qu Y et al., 2009). De manié¢re intéressante, les plaquettes, qui posseédent les
récepteurs TLR4, seraient capables sous ’effet du LPS d’exporter de d’IL-1p dans les MPs et de
participer au couplage inflammation-thrombose en favorisant la production d’ICAM-1 par les cellules

endothéliales (Brown GT et al., 2011).

Enfin, les MPs peuvent contenir d’autres protéines impliquées dans les processus inflammatoires,
notamment celles constitutives de I’inflammasome (figure 14), une plateforme fonctionnelle de la
réponse innée qui est activée par la reconnaissance de motifs moléculaires particuliers des pathogenes.
L’activation de I’inflammasome déclenche la synthése de cytokines pro-inflammatoires, favorise la
maturation de I'IL-1 et peut conduire a la mort cellulaire par pyroptose. La composition de
I’inflammasome, essentiellement décrit dans les cellules granulocytaires, varie avec le signal
inducteur (LPS, cristaux d'acide urique, composantes virales et bactériennes diverses). Parmi les
¢léments constitutifs de cet assemblage oligomérique, il y a des récepteurs comme NLRP3
(nucleotide-binding domain, leucine rich repeat containing protein) ou certaines caspases pro-

inflammatoires comme les caspases-5 et -1 (Wang JG et al., 2011).
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Figure 14 : Inflammasome et réponse immunitaire

Les microparticules contiennent des protéines qui entrent dans la composition de I’inflammasome. Ce
complexe multiprotéique intervient dans divers processus inflammatoires. Sa constitution varie selon
le signal inducteur. Il induit la synthése de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires. (LBP :
protéine liant le lipopolysaccharide (LPS), NLRP3: récepteur de type Nod, ASC: protéine
adaptatrice, IL : interleukine, IFN-y: interféron gamma, ERO : espéces réactives de 1’oxygene,
TNFa : facteur de nécrose tumorale alpha, NF-kB : facteur nucléaire kappa B).
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b. Microparticules et homéostasie vasculaire

Les MPs, en tant que bio-effecteurs procoagulants, pourraient intervenir dans la genése de la
dysfonction cardio-circulatoire caractérisant le choc septique, notamment en agissant sur la régulation
du tonus vasculaire. Les MPs endothéliales circulantes, dont la concentration est peu importante a
I’état physiologique, sont augmentées dans de nombreuses pathologies cardiovasculaires (syndrome
coronarien aigu, hypertension artérielle sévere, syndrome métabolique, insuffisance rénale terminale,
diabete de type 1...) (Amabile N ef al, 2013) ; elles constituent un marqueur d’activation, voire
d’apoptose, mais aussi de dysfonction endothéliale (Densmore JC et al., 2006; Chironi GN et al.,

2010).

Dans le compartiment vasculaire, les MPs circulantes sont capables d’agir a la fois sur les cellules
endothéliales qui constituent une surface d’interaction importante (Boulanger CM et al., 2001; Martin
S et al., 2004; Tesse A et al., 2005) et parfois sur les cellules musculaires lisses (Pfister SL, 2004;
Tesse A et al, 2005) avec une action possible sur la réactivité vasculaire, notamment via une
régulation de la production cellulaire de NO* (Martinez MC et al., 2005). Au cours de la pré-
éclampsie, les concentrations circulantes des MPs lymphocytaires et granulocytaires sont augmentées
(VanWijk MJ et al., 2002). Ces derniéres sont capables d’induire une hyporéactivité vasculaire chez
les souris gestantes, via une augmentation de ’expression de la iNOS avec surproduction de NO® et
réduction de la contraction vasculaire, qui va contrecarrer I’augmentation de la synthése de
métabolites vasoconstricteurs dérivant de la COX-2 (Meziani F et al., 2006; Tesse A et al., 2007).
Chez les patients diabétiques, coronariens ou insuffisants rénaux, il a également ét¢ montré que les
MPs diminuent la biodisponibilité du NO" et sont a ’origine d’une dysfonction endothéliale et d’une
altération de la relaxation vasculaire NO'-dépendante (Boulanger CM et al., 2001), par diminution

et/ou inhibition de la eNOS (Martin S et al., 2004; Amabile N et al., 2005).
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Certaines MPs pourraient également promouvoir 1’importante vasoplégie observée au cours du sepsis
(Morel N et al., 2006; Mortaza S et al., 2009). L’inoculation des MPs « septiques » chez le rat sain
entraine une diminution significative de la pression artérielle moyenne sans variation significative des
débits sanguins carotidien et portal (Mortaza S et al., 2009). Le transfert d’acide arachidonique
pourrait induire I’expression de la COX-2 et la production de prostacycline impliquée dans la
vasodilatation et ’inhibition de 1’activation plaquettaire (Barry OP et al., 1999). Plus récemment, il a
été montré que des MPs d’origine lymphocytaire étaient capables d’induire une hyporéactivité

vasculaire en induisant la synthése dans la média de iNOS et COX-2 (Tesse A et al., 2005).

De plus, certaines MPs plaquettaires, porteuses d’O,” pourraient étre impliquées dans la dysfonction
endothéliale en augmentant le stress oxydant et diminuant la biodisponibilité du NO" (Brodsky SV et
al., 2004; Soriano AO et al., 2005). Janiszewski et al. ont en effet montré que les MPs plaquettaires
induisent la génération d’ERO par les cellules endothéliales et musculaires lisses et produisent elles-
mémes de I’O,", via la nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) oxydase (Janiszewski
M et al., 2004). Or, en conditions pro-oxydantes, le NO' réagit avec 1’0, pour former du
peroxynitrite (ONOQO"). Ces ERO pourraient par ailleurs étre directement impliquées dans I’induction
de I’apoptose cellulaire au niveau vasculaire.

Enfin, Pfister et al. ont montré que les MPs plaquettaires produisent du thromboxane-A2, métabolite
vasoconstricteur dérivé de 1’acide arachidonique et puissant vasoconstricteur, et peuvent ainsi

participer a la régulation du tonus vasculaire (Pfister SL, 2004) (figure 15).

71



INFLAMMATID
C le — — Recrutement et diapédése —
end% éliale @ I = des monocytes ®

( \ - MPs monocytaires -
} ~
A 'UJ/ ¢ \
== / CD14 \
Transfert de CD14 P sélectine @ EPCR T
% \ TNF-o Sécrétion de
Intégrines & @ * \ My cytokines
& )

GPIlb-1X-V

| coasuLopaTHIE

!
‘é Expression du FT et
EPCR é génération de thrombine IL-6
43 <. FI

MPs plaquettaires

Activation et migration
plaquettaires

Cellule
musculaire lisse

Figure 15 : Activation cellulaire et microparticules au cours du choc septique

Au cours du choc septique, I’interaction hote-pathogéne est responsable de la génération de
microparticules (MPs) procoagulantes d’origine endothéliale, plaquettaire, érythrocytaire et
granulocytaire. Ces MPs sont responsables d’une dysfonction vasculaire avec altération de la
relaxation vasculaire NO-dépendante, génération d’espéces réactives de I’oxygéne et inhibition de
I’activation plaquettaire. De plus, les MPs sont procoagulantes et pourraient participer a la
coagulopathie du choc septique, en exprimant la phosphatidylsérine (PhtdSer) qui permet
I’assemblage des facteurs de la coagulation et la génération de thrombine ; les MPs monocytaires et
endothéliales portent a leur surface de la thrombomoduline nécessaire a ’activation de la protéine C
par la thrombine (FIla) et le récepteur de la protéine C, EPCR. Enfin, les MPs monocytaires
participent a la dissémination d’un potentiel procoagulant en exprimant le facteur tissulaire (FT) a leur
surface. (CD14 : cluster de différenciation 14 ; COX-2 : cyclo-oxygénase 2 ; EPCR : endothelial
proteine C receptor, récepteur de la protéine C; GPIb : glycoprotéine Ib ; ICAM-1 : intercellular
adhesion molecule 1, molécule d’adhésion intercellulaire 1 ; IL : interleukine ; iNOS : NO synthétase
inductible ; LPS : lipopolysaccharide ; NF-xB : facteur de transcription nucléaire kappa B ; NO:
monoxyde d’azote ; PGI, : prostacycline ; TNFa : facteur de nécrose tumorale alpha; VCAM-1 :
vascular cell adhesion molecule 1 , molécule d’adhésion cellulaire vasculaire 1).
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c. Microparticules et coagulopathie

Les MPs augmentent la surface d’interaction avec les facteurs de coagulation circulants et favorisent
les liaisons récepteurs/ligands et le recrutement des cellules (plaquettes, monocytes, neutrophiles) au
site initial de la 1ésion vasculaire et de la réaction inflammatoire locale. Les MPs ont ainsi un potentiel
procoagulant intrinséque du fait de la PhtdSer, constituant une surface catalytique pour I’assemblage
des facteurs de la coagulation vitamine K-dépendants, démontré dans différentes pathologies (Dignat-

George F et al., 2004; Morel O, 2005).

Dans la coagulopathie du choc septique, les MPs monocytaires porteuses de FT jouent également un
role clé dans I’initiation et la propagation de la cascade de la coagulation (Lane DA et al., 2005),
participant donc a la dissémination d’un potentiel procoagulant (Satta N et al., 1994; Nieuwland R et
al., 2000; Geisbert TW et al., 2003). La génération de thrombine est possible a la surface des MPs
porteuses du FT de facon indépendante du FXII de la phase contact. Ces MPs, et leur capacité a
promouvoir la génération de thrombine, ont été rapportées dans I’infection au méningocoque, mais
aussi apres injection de LPS chez des individus sains. Dans ce dernier cas, une augmentation forte et
transitoire des concentrations en MPs porteuses du FT est observée 3 a 4 heures aprés I’injection de
LPS et s’accompagne d’une monocytopénie transitoire, suggérant que les MPs constitueraient alors le
support principal de la réponse procoagulante dépendante du FT (Nieuwland R et al., 2000; Morel O,
2005). Enfin, dans un mod¢le de thrombose carotidienne, les souris invalidées pour les récepteurs
P2X7 sont protégées de la thrombose, tandis que ’activation des récepteurs conduit a 1’émission de
MPs porteuses de FT actif chez la souris sauvage, soulignant I’importance de cette voie dans la
génération d’un état procoagulant indépendamment de ’infection (Furlan-Freguia C et al., 2011)

(figure 15).

Au cours du sepsis, les MPs plaquettaires favoriseraient une génération accrue de thrombine (Perez-

Casal M et al., 2005; Meziani F et al., 2010) dépendant, elle, de I’activation du FXI (plaquettaire) par

73



la thrombine et du FXII activé par les polyphosphates bactériens (Puy C et al., 2013). Ces derniéres
réactions sont indépendantes du FT, car elles restent possibles apres déplétion en FVII, confirmant
ainsi le role de la phase contact en pathologie, mais pas en physiologie (Van Der Meijden PE et al.,
2012). On peut noter également que les MPs endothéliales circulantes contribuent a la formation de
larges agrégats plaquettaires dans certaines atteintes cardiovasculaires (Heloire F et al., 2003). Enfin
les MPs, qu’elles soient endothéliales ou leucocytaires, participeraient au couplage entre inflammation

et thrombose (Distler JH et al., 2006; Leroyer AS et al., 2010).

Les MPs sont également impliquées dans la régulation de la coagulation et de la fibrinolyse (Geddings
JE et al., 2014), notamment en exprimant un activateur du plasminogeéne de type urokinase et son
récepteur ; leur role dans le choc septique reste a définir (Van Der Meijden PE et al., 2012). Enfin, les
MPs monocytaires et endothéliales portent a leur surface de la thrombomoduline nécessaire a
I’activation de la protéine C par la thrombine et le récepteur de la protéine C, EPCR (Satta N et al.,
1997). Bien que les MPs monocytaires induites par le LPS soient globalement procoagulantes en
raison du FT qui prédomine sur I’activité de la thrombomoduline (Satta N et al., 1997), les capacités
cytoprotectrices des MPs endothéliales et monocytaires dépendront de la loi d’action de masse, c’est-
a-dire de la quantité de MPs nécessaires au déclenchement d’une réaction pro- ou anti-coagulante
dans la cellule cible (Delabranche X ef al., 2012a). Ainsi, en délivrant de I’annexine A1, une protéine
cytoplasmique anti-inflammatoire, des MPs de neutrophiles participent a la protection endothéliale

(Dalli J et al., 2010; Wang JG et al., 2011) (figure 15).

Enfin, les MPs pourraient avoir des effets pro- ou anticoagulants en exhibant a leur surface
I’inhibiteur de la protéine C (PCI), aussi appelé inhibiteur de I’activateur du plasminogeéne 3 (PAI-3).
Le PCI est un inhibiteur suicide non spécifique des sérine protéases (serpine) (Geiger M, 2007) et
notamment de la protéine C activée. Il s’agit d’une glycoprotéine plasmatique de 57 kDa, synthétisée
principalement par le foie (Morito F et al., 1985) et contenue dans les granules alpha des plaquettes.
Le PCI sécrété par les plaquettes activées se lie aux phospholipides chargés négativement comme la

phosphotidyléthanolamine et la PhtdSer des membranes plaquettaires et des microparticules. La
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liaison a la phosphotidyléthanolamine serait capable d’augmenter I’activité inhibitrice du PCI envers
la PCa (Nishioka J et al, 1998). Le PCI joue en effet un role procoagulant en inhibant la PCa et
I’activation de la PC par le complexe thrombine/ thrombomoduline (Suzuki K ez al., 1984). 1l se lie a
la PCa par des liaisons covalentes, formant ainsi des complexes, qui constituent un marqueur
d’activation de la coagulation, notamment chez les patients présentant une CIVD (Espana F et al.,
1990). Le PCI est capable d’inhiber d’autres sérine protéases impliquées dans la coagulation et la
fibrinolyse, telles que la thrombine, les facteurs X et XI activés, ['urokinase, 1’activateur tissulaire du
plasminogene et les kallikréines plasmatiques (Nishioka J et al., 1998). L’activité du PCI est modulée
par I’héparine, qui se lie a I'hélice H adjacente a la boucle du centre réactif, entrainant un changement

de conformation du récepteur et d’affinité du PCI pour les protéases (Huntington JA et al., 2009).

2) Les microparticules dans le choc septique, des cibles

modulables ?

La prise en charge thérapeutique du choc septique en réanimation est a la fois étiologique, mais
également symptomatique. Le traitement étiologique comporte 1’instauration précoce d’un traitement
anti-infectieux, consistant généralement en une antibiothérapie probabiliste a large aprés réalisation
des prélévements a visée microbiologiques, voire en un controle chirurgical d’un foyer infectieux
dans certains cas. Le traitement symptomatique vise quant a lui a réduire la dette en oxygéne liée a
une inadéquation entre les apports et les besoins, en améliorant 1’état circulatoire et ventilatoire du
patient. Des traitements adjuvants a ces mesures clés pourraient également avoir un intérét et
permettre de réduire la morbi-mortalité du choc septique (Delabranche X et al., 2009). Nous
détaillerons particulierement deux thérapeutiques adjuvantes, les émulsions lipidiques de nutrition
parentérale et la protéine C activée, auxquelles nous nous sommes intéressés dans ce travail. Puis nous

aborderons, sans les détailler, les autres thérapeutiques adjuvantes du choc septique.
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a. Nutrition et immunonutrition

Le choc septique est caractérisé par un hypercatabolisme, en rapport avec une modification des
métabolismes glucidique, protéique et lipidique, avec pour conséquence une dénutrition rapide et une
altération des fonctions immunitaires. Une nutrition précoce et adaptée est, pour cette raison,
indispensable (Delabranche X et al., 2009). Les émulsions lipidiques sont le principal pourvoyeur
d’énergie dans la nutrition artificielle des malades de réanimation. De plus, le contréle de I’infection
résulte des interactions complexes entre les agents pathogeénes, le systéme immunitaire et
I'homéostasie corporelle. Ainsi, [’état hyper-inflammatoire du sepsis est responsable d’un
effondrement des défenses antioxydantes et d’une altération de la fonction des lymphocytes. Dans ce
contexte, I’immunonutrition, qui consiste en l'administration par voie parentérale ou entérale, de
nutriments spécifiques, comme les acides gras n-3, en quantité supérieure a la normale dans le but
d’améliorer les fonctions immunitaires, pourrait avoir un intérét. En effet, les émulsions lipidiques de
nutrition parentérale, connues pour moduler les réactions inflammatoires et I’immunité, de fagon plus
ou moins marquée selon la nature des acides gras qui les composent, pourraient avoir un effet
bénéfique chez ces patients, tandis que d’autres émulsions seraient au contraire délétéres (Calder PC,
2013). Les acides gras, qui sont les principaux constituants des membranes cellulaires, sont impliqués
dans la synthése des hormones, la signalisation cellulaire, le transport des vitamines liposolubles et
interférent avec les processus immunitaires et inflammatoires. Les acides gras polyinsaturés (AGPI)
n-6 sont ainsi métabolisé€s en eicosanoides pro-inflammatoires dérivés de 1’acide arachidonique (AA),
tandis que les AGPI n-3, comme [’acide eicosapentaénoique (EPA) et l'acide docosahexaénoique
(DHA), entrent en concurrence avec le métabolisme enzymatique de I'AA. Les eicosanoides dérivés
de 'EPA sont donc moins pro-inflammatoires que ceux synthétisés a partir de I’AA. Les AGPI n-3
diminuent également la production de cytokines pro-inflammatoires, augmentent la synthése de
cytokines anti-inflammatoires (Calder PC, 2013), diminuent la production leucocytaire d'espéces

réactives de l'oxygene et conduisent a la libération de résolvines, qui participent au contrdle endogéne
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de l'inflammation (Wanten G, 2006). Enfin, les n-3 stabilisent le complexe NF-kB/IkB supprimant
ainsi l'activation des génes impliqués dans le processus inflammatoire (Zhao Y et al., 2004).
L’optimisation de la composition des nutritions parentérales en émulsions lipidiques constitue ainsi un
enjeu majeur, afin de moduler la réponse inflammatoire chez les patients critiques, a travers des
modifications complexes de la composition et de la structure de la membrane cellulaire et de
récepteurs, de la synthése d’eicosanoides, de cytokines et de I'expression de génes (Calder PC, 2011).
En effet, la composition phospholipidique des membranes des cellules immunitaires est modulée par
les acides gras exogénes et leur nature conditionne le profil des prostaglandines, leucotriénes et autres
médiateurs lipidiques libérés, déterminant ainsi ’ampleur de la réponse inflammatoire. La modulation
de la composition membranaire en phospholipides peut également altérer la fluidité de la membrane et
I’organisation moléculaire des radeaux lipidiques, ce qui interfére avec l'activité des protéines clés et
de la fonction immunitaire (Calder PC, 2012). Plusieurs études expérimentales ont mis en évidence le
role des radeaux lipidiques dans la médiation de I’immunosuppression induite par les AGPI n-3, suite
a leur incorporation membranaire dans les membranes des cellules immunitaires (Yaqoob P et al.,
2010). Les membranes des cellules immunitaires sont principalement composées d'AA, mais leur
composition en AGPI n-6 et n-3 peut étre modulée par l'apport exogéne d’EPA et DHA (Calder PC,
2011). De plus, il a été récemment montré que les AGPI n-6 peuvent altérer la fonction endothéliale,
entrainant une augmentation de la production de MPs endothéliales circulantes (Sutherland WH et al.,
2010).

La composition lipidique des MPs étant dépendante de celle des membranes émettrices et
probablement du stress initial, nous avons émis I’hypothése que toute modification de la composition
membranaire de la cellule émettrice pourrait moduler les activités biologiques des MPs et expliquer
les effets des émulsions lipidiques de nutrition parentérale sur I’immunité et 1’inflammation chez les

patients en sepsis.

En réanimation, principalement chez les patients présentant un syndrome de détresse respiratoire aigu

(SDRA), la supplémentation par des émulsions lipidiques augmenterait la mortalité et le taux de

77



complications notamment pulmonaires (Heyland DK et al., 1998), en rapport avec des niveaux élevés
d'acides gras n-6 acides gras dans les émulsions (Lekka ME et al., 2004). Cependant, I'huile de
poisson pourrait avoir des effets bénéfiques chez les patients septiques (Mayer K et al., 2003a; Mayer
K et al., 2003b). Pour réduire les effets délétéres de I’apport de doses élevées d’acides gras n-6, tout
en remplacant la source énergétique glucidique par des lipides, des émulsions a base de mélanges
d'acides gras, notamment a base de triglycérides a chaine moyenne ou d’acides gras mono-insaturés
(huile d'olive), ont été administrées. De plus, le rapport n-6/n-3 a été considérablement réduit dans les
derniéres générations d’émulsions lipidiques.

Des études prospectives randomisées, menées chez des patients en SDRA ou en choc septique, ont
montré que les produits de nutrition entérale enrichis en n-3, acide gamma-linolénique et
antioxydants, amélioreraient l'oxygénation, réduiraient les durées de ventilation mécanique, de séjour
en réanimation, le nombre de défaillance d’organes et la mortalité a 28 jours, par rapport aux produits
non supplémentés (Gadek JE et al., 1999; Pontes-Arruda A et al., 2006; Singer P et al., 2006). Ces
études sont cependant criticables d’un point de vue méthodologique, d’autant que les patients des
groupes contrdles étaient nourris avec des émulsions riches en n-6. Plus récemment, 1’étude Oméga a
évalué les effets de I’administration séparée d’acides gras n-3, d’acide gamma-linolénique et
d’antioxydants sous forme de bolus deux fois par jour par voie entérale, chez des patients en SDRA
(Rice TW et al., 2011). Cette étude a été arrétée prématurément apres la premiére analyse intérimaire
de 272 patients sur les 1000 inclusions prévues, montrant une réduction de la survie et du nombre de
jours sans ventilation mécanique chez les patients qui avaient regu un bolus de n-3, avec une mortalité
hospitaliére a 60 jours plus élevée que dans le groupe témoin. L'étude a été critiquée pour
I'administration en bolus des immunomodulateurs, soulevant des interrogations quant a
I’incorporation des acides gras dans les membranes plasmiques. De plus, la mortalité des patients dans
le groupe controle était particulierement basse. Une autre étude menée chez des patients en SDRA,
comparant 1’administration de bolus intermittents de n-3 a des bolus de soluté salé isotonique, n’a
montré aucun bénéfice sur I’inflammation ou la survie des patients (Stapleton RD et al., 2011). Au
cours du sepsis, ’apport entéral de n-3, acide gamma-linolénique et antioxydants aurait des effets

bénéfiques, avec une diminution du nombre de défaillances d'organes cardiovasculaire et pulmonaire
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(Stapleton RD et al., 2011). Toutefois, cette étude a également été trés critiquée d’un point de vue
méthodologique, notamment sur les critéres de sélection des patients.

Au total, les études les plus récentes sur I’immunonutrition sont décevantes (Desai SV et al., 2014) et
de nombreuses questions restent en suspens : par exemple, y a-t-il un intérét a administrer en continu
(versus bolus) des formules entérales enrichies en n-3 ? Quel est le meilleur délai pour initier
I’administration de la nutrition par rapport a la phase aigué d’un état de choc ? Au vu des I’ensemble
des études cliniques, les derniéres recommandations concernant la prise en charge des patients en
choc septique ne préconisent pas I’immunonutrition, au sens large (Dellinger RP ef al., 2013).

La nutrition parentérale, quant a elle, ne devrait étre administrée que lorsque la voie entérale n’est pas
praticable (Heyland DK ef al., 2003; Martindale RG et al., 2009; Singer P et al., 2009). Les données
concernant I’intérét de la nutrition parentérale sont nombreuses et contradictoires. En effet, une méta-
analyse montre qu’elle pourrait améliorer la survie des patients de réanimation, sans effet sur le taux
d’infections (Simpson F et al., 2005). Cette analyse est corroborée par une étude montrant qu’une
nutrition entérale insuffisante en terme d’apports caloriques serait corrélée au taux de complications,
principalement infectieuses, de ces patients (Villet S et al., 2005).

Cependant, 1’étude TICACOS (Singer P et al., 2011) sur des patients de réanimation ventilés ne
montre pas de différence en terme de mortalité dans le groupe avec des objectifs caloriques
déterminés par calorimétrie, avec une nutrition entérale et parentérale de complément comparé au
groupe entéral contrdle avec 25 kecal/kg/j, et retrouve un taux d’infections plus important et des durées
de ventilation prolongées. L’é¢tude EPaNIC a quant a elle étudié le délai d’introduction de la nutrition
parentérale de complément chez des patients de réanimation (J2 versus J§8 de réanimation), montrant
qu’une nutrition parentérale précoce est associée a un taux d’infections plus important (Casaer MP et
al.,2011). Il persiste ainsi de nombreuses interrogations et controverses sur la nutrition des patients de

réanimation.

Dans le cadre de I’immunonutrition, d’autres nutriments ont successivement suscité de 1’intérét. 11

s’agit par exemple de la glutamine, qui est un acide aminé non-essentiel. Elle constitue le substrat
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énergétique des entérocytes et des lymphocytes, impliquée dans le statut d’oxydo-réduction, la
synthése du glutathion et la régulation de la synthése protéique, des bases puriques et pyrimidiques et
dans la signalisation intercellulaire. En I’absence d’apport, la glutamine musculaire est rapidement
mobilisée. La supplémentation en dipeptide alanyl-glutamine permettrait de réduire les complications
infectieuses et d’améliorer la tolérance métabolique a la nutrition, sans effet sur la mortalité

(Delabranche X et al., 2009).

L’arginine, autre acide aminé non essentiel, est le substrat de différentes enzymes, dont 1’arginase et
la NO synthétase. Elle est le précurseur de la synthése de I'urée, du monoxyde d’azote, de la créatine
et de I’agmatine. Chez ’homme adulte, I’arginine est de ce fait impliquée dans de nombreuses
fonctions biologiques, aussi bien dans la physiologie et que dans la pathologie, et notamment dans
I’immunité cellulaire, la synthése de protéines et la cicatrisation. Au cours des dernieres années,
I’arginine et les inhibiteurs de I’arginase ont ainsi suscité un engouement particulier et ont été étudiés
dans différents modeles animaux. L’intérét de la supplémentation entérale ou parentérale en arginine
en pathologie reste pourtant controversé et n’est pas recommandé chez les patients en choc septique

(Boisramé-Helms J ef al., 2012).

Enfin, la supplémentation en antioxydants et oligo-¢léments (vitamine C, vitamine E, sélénium, zinc)
semble nécessaire, surtout lorsqu’une nutrition parentérale est administrée. L’état de choc est en effet
responsable de la génération d’espéces réactives de I’oxygene et du nitrogéne et d’un effondrement

des réserves. Les apports optimaux ne sont cependant pas clairement définis.

b. Traitement de la coagulopathie du choc septique

Dans les processus infectieux, 1’activation de la coagulation aboutissant in fine a la génération de
thrombine avec formation de microthrombi, permet notamment de limiter la diffusion des agents

pathogeénes. Au cours du choc septique, il y a un déséquilibre entre les activateurs (thrombine) et les
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inhibiteurs naturels (PCa, antithrombine), avec génération excessive de thrombine pouvant aboutir a
la CIVD. La recherche d’un traitement qui permettrait de réduire la coagulopathie du choc septique a

conduit pendant plusieurs années a I’utilisation de la PCa.

La protéine C est une sérine protéase plasmatique, vitamine K-dépendante, activée par la liaison du
complexe thrombine-thrombomoduline. Il s’agit d’une enzyme anticoagulante et profibrinolytique
puissante, capable d’inactiver les facteurs de la coagulation Va et VlIlla et le TFPI (Tissue Factor
Plasminogen Inhibitor) (Mosnier LO et al., 2007). Un déficit homozygote en protéine C n’est
généralement pas viable en raison de [’apparition de complications thrombotiques extrémement
séveres. Un déficit hétérozygote est quant a lui responsable d’un risque thrombotique veineux accru
(Griffin JH et al., 1981).

L’activation de la protéine C a la surface des cellules endothéliales fait intervenir la liaison de la
thrombine a la thrombomoduline, qui cache alors I’exosite I procoagulant de la thrombine, et la
liaison au récepteur endothélial de la protéine C, EPCR, par I’intermédiaire d’un domaine riche en
résidus y-carboxyglutamate. La liaison de la thrombine a la thrombomuduline permet d’augmenter
I’activation de la protéine C d’un facteur 1000 et la liaison a I’EPCR I’accroit encore d’un facteur 20
in vivo.

L’activité anticoagulante de la PCa est régulée par la protéine S vitamine-K dépendante et le facteur V
(FV). Le FVa peut étre inactivé par la protéine S seule, alors que 1I’inactivation du facteur VIlla
(FVIIIa) nécessite la présence des deux cofacteurs de la PCa, la protéine S et le FV. Seule la protéine
S circulante peut agir comme cofacteur de la PCa, alors que la protéine S liée au complexe C4BP du

complément n’en est pas capable.

Trois sites de clivage du FVa par la PCa sont identifiés aux positions Arg306, Arg506 et Arg679 et
posseédent des propriétés différentes. Ainsi, le site de clivage Arg506 est responsable d’une
dégradation plus rapide que 1’Arg306, car il est moins dépendant de la protéine S, de la composition
phospholipidique et il est inhibé par la liaison du facteur Xa ; un clivage a ce niveau n’engendre

qu’une perte partielle de I’activité de la PCa. Au contraire, le site de clivage Arg306 est plus lent,
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nécessite la présence de phospholipides chargés négativement et il est dépendant de la protéine S ; un
clivage au niveau de ce site résulte en une perte compléte de la fonction de la PCa aprés dissociation
des fragments A2. La régulation du FVIIla par la PCa est plus complexe et nécessite deux cofacteurs,
la protéine S et le FV intact. Le FVIIla est clivé par la PCa au niveau des sites Arg336 et Arg562
(Dahlback B et al., 2005).

La PCa est inactivée par différentes protéases, dont I’inhibiteur de la protéine C (PCI), I'a-
antitrypsine et 1I’a,-macroglobuline. Sa demi-vie est cependant prolongée, de 1’ordre de 20 minutes

(Dahlback B et al., 2005).

En plus de ses propriétés anticoagulantes, la PCa a de multiples effets cytoprotecteurs, médiés par le
récepteur PAR-1 (figure 16). Elle aurait en effet la capacité de moduler I’expression de nombreux
geénes, et notamment ceux impliqués dans [’inflammation et 1’apoptose. Elle diminue ainsi
I’expression du NF-kB, de protéines pro-apoptotiques (p53, Bax) et augmente 1’expression de
protéines anti-apoptotiques (Bcl-2). La régulation génique par la PCa dépend de I’activation de PAR-

1, EPCR-dépendante (Mosnier LO et al., 2007).
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Effets anticoagulants de la PCa

PAR-1

Effets cytoprotecteurs de la PCa

Figure 16 : Activité de la protéine C activée

Activation de la protéine C (PC) au niveau de la membrane cellulaire endothéliale par la liaison de la
thrombine (Ila) a la thrombomoduline (TM). Effets anticoagulants de la PCa liés a I’inactivation des
facteurs VIII et V activés, en présence de cofacteurs (protéine S - PS et facteur V, coafacteurs
lipidiques). Effets cytoprotecteurs (modulation génique, effets anti-inflammatoires, effets anti-
apoptotiques, protection de la barriére endothéliale) de la PCa, en présence de ses récepteurs EPCR et
PAR-1. PC : protéine C, EPCR : récepteur endothélial a la protéine C, PS : protéine S.
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La PCa a également des effets anti-inflammatoires. Tout d’abord, la PCa inhibe la libération de
médiateurs de I’inflammation et diminue la libération de molécules d'adhésion vasculaires par les
cellules endothéliales, réduisant ainsi l'adhésion et l'infiltration leucocytaires et les dommages
tissulaires sous-jacents. Elle maintient la fonction barriere de I'endothélium et réduit le potentiel
chimiotactique de plusieurs agents chimiotactiques puissants.

La PCa réduit également la libération de cytokines par les leucocytes et limite ainsi la réponse
inflammatoire systémique, notamment au cours du sepsis. En effet, la PCa inhibe la production de
médiateurs pro-inflammatoires par les leucocytes, leur accumulation dans les tissus et les phénomenes
de chimiotactisme, aprés stimulation par une endotoxine, mais également in vivo (Murakami K et al.,
1996; White B et al., 2000; Nick JA et al., 2004). La PCa a enfin des effets anti-apoptotiques, par
I’intermédiaire des récepteurs PAR-1 et EPCR, en diminuant la traduction de génes pro-apoptotiques
et en augmentant celle des genes anti-apoptotiques, mais également en inhibant des caspases
initiatrices, comme la caspase-8, et effectrices, comme la caspase-3 (Mosnier LO et al., 2007).

Les cytokines proinflammatoires, comme le TNFo, induisent une réduction de ’activité de la
thrombomoduline et donc une diminution de la génération de protéine C (Annane D et al., 2005). Or,
il a été montré que des taux de protéine C diminués chez les patients en sepsis sont corrélés a un
risque accru de mortalité (Toussaint S ef al., 2009). Dans des modéles animaux d’endotoxinémie, la
PCa recombinante humaine aurait des effets protecteurs sur la microcirculation, par le biais d’une
inhibition de [I’interaction entre les leucocytes et I’endothélium inhibant leur [’adhésion a
I’endothélium, et d’une diminution de la production de cytokines pro-inflammatoires (Hoffmann JN et
al., 2004; Iba T et al., 2005; Lehmann C et al., 2006). Dans un mod¢le d’artéres isolées de souris, la
PCa améliorerait la dysfonction endothéliale et la contractilité artérielle induite par une endotoxine
bactérienne, en augmentant 1’activation de la NO synthétase endothéliale (eNOS) et en réduisent
I’activation du NF-«B et I’expression de la NO synthétase inductible (iNOS) (Sennoun N et al., 2009)

(figure 17).
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Caillot :

fibrino-plaguettaire Cellules
endothe liales

Figure 17 : Effets de la protéine C activée au cours du sepsis.

(Borgel D et al., 2011)

PC : protéine C ; PCa : PC activée ; FT : facteur tissulaire ; TM : thrombomoduline ; EPCR :
récepteur endothélial de la protéine C ; t-PA : activateur tissulaire du plasminogene ; PAI-1 :
inhibiteur de I’activateur du plasminogene ; H3 : histone extracellulaire 3 ; VCAM : vascular cell

adhesion molecule, ICAM : intercellular cell adhesion molecule — molécules d’adhésion ; IL :
interleukines ; TNF-a : facteur de nécrose tumorale alpha.

Un traitement par PCa humaine recombinante était considéré comme bénéfique au cours du choc
septique, depuis 1’étude clinique PROWESS (recombinant human activated Protein C Worldwide
Evaluation in Severe Sepsis), qui montrait une réduction significative de 19,4% du risque relatif de
mortalit¢ (IC 95% : 6,6-30,5%) et une récupération plus rapide de la défaillance cardiovasculaire
(Bernard GR et al., 2001). De Backer ef al. avaient utilisé une technique d’imagerie pour explorer la
microcirculation (OPS, orthogonal polarization spectral imaging) et montré que le traitement des
patients septiques par PCa améliorerait précocement leur perfusion capillaire (De Backer D et al.,

2006). Malgré ces données cliniques et expérimentales intéressants, il a finalement été établi que la
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PCa recombinante humaine n’améliore pas la survie a 28 jours des patients en choc septique (Ranieri

VM et al., 2012) et le produit a été récemment retiré du marché.

Cependant, il a été montré que le traitement par PCa induit la génération de MP endothéliales
porteuses d’une forme biologiquement active du récepteur de la protéine C activée (mpEPCR) (Perez-
Casal M et al., 2005). Les MP générées aprés traitement par la PCa pourraient avoir un effet
bénéfique dans le choc septique, en diminuant la réponse inflammatoire, mais aussi en modulant la
réponse hémostatique. En effet, elles possedent des propriétés anticoagulantes, permettant de retarder
la formation de thrombine (Perez-Casal M et al., 2005) et pourraient ainsi permettre de restaurer
I’équilibre entre systéme pro- et antithrombotique et donc d’éviter le déclenchement de CIVD (Morel
N et al., 2006). Pérez-Casal suggére d’ailleurs que les MPs pourraient véhiculer les effets de la PCa,
via la liaison de la protéine a son récepteur microparticulaire EPCR, pour inactiver les facteurs de la
coagulation Va et VlIlla, avec pour conséquence une diminution de la génération de thrombine (Perez-
Casal M et al., 2011). Dans notre travail, nous avons ainsi cherché a moduler pharmacologiquement
les MPs par la PCa, afin d’étudier les effets de ces MPs sur la dysfonction hémodynamique du choc

septique.

D’autres molécules ont été étudiées, dans le but de moduler la coagulopathie du choc septique,
comme 1’antithrombine et I’héparine. Au cours du choc septique, on observe une diminution du taux
d’antithrombine, mais une supplémentation n’aurait d’intérét qu’en présence de manifestations
thrombtique de CIVD. La place de I’héparine non fractionnée est débattue depuis de nombreuses
années, mais pourrait avoir un intérét a faibles doses, notamment au cours de la CIVD. Les autres
molécules, comme le TFPI, les traitements fibrinolytiques ou antifibrinolytiques ne sont pas indiqués
et les concentrés de facteurs vitamine K-dépendants (PPSB) sont contre-indiqués, bien qu’apportant
de la protéine C, car il y a un risque majeur de thrombose. La transfusion plaquettaire n’est pas
indiquée méme en cas de thrombopénie sévere — sauf en cas de syndrome hémorragique — car elle ne

ferait que favoriser la formation des microthrombi (Fujishima S ef al., 2014; Iba T et al., 2014).
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c. Traitement de I’insuffisance surrénalienne

La surrénale est une glande endocrine synthétisant trois classes de stéroides : les glucocorticoides
(cortisol) agissant sur le métabolisme et I’'immunité, les minéralocorticoides (aldostérone) agissant sur
la pression artérielle, le tonus vasculaire et les électrolytes, et les androgenes (testostérone). En cas de
stress, il existe une importante stimulation de la surrénale avec une sécrétion de cortisol et dans une
moindre mesure d’aldostérone. Les états de choc septiques sont marqués par une insuffisance
surrénalienne relative, avec une augmentation insuffisante de la sécrétion de cortisol. Une
supplémentation en hydrocortisone a de ce fait été proposée et permettrait d’accélérer la résolution du
choc (réduction de la posologie et de la durée d’utilisation des catécholamines) et dans certaines

¢études de la survie (Annane D et al., 2002; Sprung CL et al., 2008; Wang C et al., 2014).

d. Contréle glycémique

Au cours des états d’agression aigué, il est habituel d’observer une hyperglycémie, liée a une
sécrétion accrue d’hormones hyperglycémiantes (glucagon, hormone de croissance, cortisol et
adrénaline) et de médiateurs de I’inflammation (TNFa, IL-6), une insulino-résistance et une
diminution de la sécrétion d’insuline par le pancréas. L hyperglycémie favorise alors d’autres voies
métaboliques que la glycolyse avec production d’espéces réactives de 1’oxygene, responsables d’un
stress oxydant et de modifications de I'immunité innée. Le controle glycémique et la prévention des
variations brutales de la glycémie (insulinothérapie, réduction des apports de glucose a la phase aigué
d’un état de choc) pourraient ainsi avoir un intérét en réanimation (Langouche L et al., 2006; Fahy

BG et al., 2009).

87



e. Traitements immunomodulateurs

Au cours des derniéres années, plusieurs traitements spécifiques visant a moduler les effets de I'un ou
I’autre des médiateurs de 1’inflammation ont suscité beaucoup d’intérét, mais aucun n’a dépassé le

stade de 1’essai thérapeutique (Fujishima S ef al., 2014).

f. Epuration extra-rénale

Un ro6le propre de I’épuration extra-rénale li¢ a I’épuration de cytokines pro-inflammatoires ou a
I’épuration des endotoxines bactériennes a été¢ évoqué au cours des derniéres années. Cependant,
aucune étude de grande envergure ne montre de réduction de la mortalité chez les patients en choc
septique, quelles que soient les modalités de 1’épuration considérées (hémodialyse, hémofiltration
veino-veineuse continue, hauts volumes d’échange d’eau plasmatique, polymyxine B...) (Zhou F et

al., 2013).

Au total, le traitement d’un patient en état de choc septique comporte une phase d’optimisation
hémodynamique (remplissage, vasopresseurs et inotropes) et un traitement anti-infectieux qui doivent
étre réalisés sans délai deés le diagnostic — clinique — établi. Mais il existe aussi de nombreux autres
traitements, dont I’impact individuel est plus difficile a démontrer sur la mortalité, qui participent a la
bonne prise en charge du patient. Ces traitements « adjuvants » ont une place qui doit encore étre
précisée mais I’amélioration du pronostic des patients en choc septique nécessite une prise en charge

«globale » (Dellinger RP ef al., 2013).
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Le choc septique est une pathologie grave, dont la morbi-mortalité reste trés ¢levée, malgré une prise
en charge précoce et optimale. Sa physiopathologie est complexe et encore mal connue, impliquant de
nombreuses voies de signalisation et expliquant I’absence de traitement spécifique du choc septique.
Les MPs étant générées par des cellules activées et/ou apoptotiques, elles pourraient représenter un
outil précieux pour détecter précocement |’activation cellulaire et apporter ainsi une nouvelle
approche notamment de la chronologie des mécanismes mis en jeu dans le choc septique, ainsi que

leur suivi.

Les objectifs de ce travail de these étaient donc de déterminer 1’intérét des MPs :
- comme marqueurs de I’activation cellulaire vasculaire du choc septique

- et comme cibles thérapeutiques.

Le manuscrit s’articule ainsi autour de résultats originaux de recherche expérimentale, cellulaire et
animale, et de recherche clinique. Les articles seront présentés et organisés selon nos deux objectifs,
les trois premiers travaux visant a montrer la place des MPs comme marqueurs pathogénes,
diagnostiques et pronostiques dans le choc septique, et le quatriéme avait pour objectif de mettre en

évidence la pharmacomodulation des MPs et ses conséquences.
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Article 1

Lipid emulsions differentially affect LPS-induced acute monocytes inflammation: Effects on

membrane remodeling and cell viability

Boisramé-Helms J, Delabranche X, Klymchenko A, Blond E, Drai J, Zobairi F,

Mely Y, Hasselmann M, Toti F, Meziani F

Lipids. 2014 Jul 20.

DOI: 10.1007/s11745-014-3930-7.
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Notre premier article rapporte les effets de différentes émulsions lipidiques de nutrition parentérale
sur la modulation de I’inflammation et le remodelage des membranes cellulaires, et la conséquence de
ces perturbations sur la vésiculation membranaire, dans un modéle de cellules stimulées par une
endotoxine bactérienne. En situation d’agression comme au cours du choc septique, des apports
nutritionnels précoces et adaptés constituent une part importante de la prise en charge des patients de
réanimation. Les émulsions lipidiques de nutrition parentérale sont capables de moduler la réaction
inflammatoire et I’immunité, de facon plus ou moins marquée selon la nature des acides gras qui les
composent, en modifiant le profil des phospholipides membranaires des cellules immunitaires. Ainsi,
un apport élevé en acide linol¢ique (C18:2 n-6), précurseur de 1’acide arachidonique, oriente
préférentiellement la synthése des eicosanoides vers des dérivés pro-inflammatoires, alors qu’un
apport en acides gras polyinsaturés n-3, en particulier I’acide eicosapentaénoique (EPA, C20:5 n-3),
I’oriente vers des dérivés moins immunosuppresseurs et moins pro-inflammatoires.

Dans ce travail, les MPs sont présentées comme un outil d’exploration de ’activation cellulaire au
cours du choc septique et des mécanismes du remodelage membranaire. En effet, la composition
lipidique des MPs étant dépendante de celle des membranes plasmiques des cellules émettrices et
probablement du stress initial, toute modification de la composition membranaire de la cellule
émettrice pourrait moduler les activités biologiques des MPs et expliquer les effets des émulsions
lipidiques de nutrition parentérale sur I’immunité et I’inflammation chez les patients en sepsis.

Nous avons ainsi examin¢ le role de ces émulsions sur le remodelage de la membrane plasmique,

incluant la vésiculation membranaire, et sur la réponse inflammatoire de la cellule.

Nous avons mis au point un modele de culture cellulaire de monocytes humains immortalisés (THP-1)
en milieu lipidique, en utilisant différentes émulsions lipidiques industrielles de nutrition parentérale,
choisies selon leur composition en acides gras. Les remodelages membranaires ont été étudiés avant et
apres stimulation par une endotoxine bactérienne, le lipopolysaccharide (LPS), et en présence de

différentes émulsions.

Nous avons mis en évidence que la croissance cellulaire des monocytes est ralentie en milieu lipidique

et dépend de la composition en acides gras de I’émulsion lipidique. Ainsi, les émulsions a base de
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triglycérides a chaines moyennes (TCM) ralentissent de facon plus marquée la croissance cellulaire,
avec une diminution du nombre de cellules vivantes, quantifiées par un test d’exclusion au bleu
Trypan. Aprés stimulation par le LPS, la nécrose et I’apoptose cellulaires quantifiées par cytométrie
en flux sont augmentées (respectivement triplée et doublée) et la concentration de MPs émises dans le
surnageant, mesurée par un test prothrombinase, est triplée en milieu enrichi en TCM, comparé au
milieu enrichi en triglycérides a chaines longues (TCL). Les TCM et TCL sont incorporées de
maniére différente dans la membrane des monocytes. De plus, les membranes des MPs émises par les
monocytes traités par les différentes émulsions sont caractérisées par une désorganisation de la
structure lipidique de leur bicouche mise en évidence par une sonde biphotonique et refléte la

désorganisation des membranes parentales.

En conclusion, ce travail suggére que les émulsions lipidiques industrielles utilisées pour la nutrition
parentérale modulent la viabilité cellulaire, la vésiculation membranaire et la composition des
membranes des monocytes. Ces effets pourraient expliquer ’effet qualitatif cellulaire des différentes

émulsions lipidiques rapportés par d’autres.

=> Ce travail est publié :

Boisramé-Helms J, Delabranche X, Klymchenko A, Drai J, Blond E, Zobairi F, Mely Y, Hasselmann
M, Toti F, Meziani F.

Lipid Emulsions Differentially Affect LPS-Induced Acute Monocytes Inflammation: In Vitro
Effects on Membrane Remodeling and Cell Viability.

Lipids. 2014 Jul 20. DOI: 10.1007/s11745-014-3930-7.

(impact factor 2,6).
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Supplementary data:

Figure 1a
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Figures 1a and 1b: Time-dependent growth (1a) and necrosis (1b) of monocytes after treatment with
lipid emulsions containing long chain triglycerides (IL — Intralipid®) or a mixture of medium and long
chain triglycerides only (ML — Medialipid®”), without or with LPS. n=4 = SD. * p<0.05 versus
Control, # p<0.05 versus IL.
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Figure 2b
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Figures 2a and 2b: Dose-dependent apoptosis (2a) and microparticle (2b) generation in cells after
treatment with lipid emulsions containing long chain triglycerides (IL — Intralipid®) or a mixture of
medium and long chain triglycerides only (ML — Medialipid®), without or with LPS. n=4 = SD. *
p<0.05 versus IL+LPS.
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Figure 3: Normalized fluorescence spectra of NR12S (50 nM) in cells after treatment with lipid
emulsions containing long chain triglycerides (IL — Intralipid®) or a mixture of medium and long

chain triglycerides only (ML — Medialipid®), without or with LPS. n=3 = SD.
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Table I: Lipid emulsion composition and molecular concentrations of fatty acids.

Molecular Intralipid Medialipid SMOFLipid
concentrations
Oil (g/100 mL):
- soy 20 10 6
- coco 10 6
- fish 3
- olive 5
Fatty acids: mmol/L for (%) (%) (%)
0.5 g/L
- caproate 6:0 4.30 0.5
- caprylate 8:0 347 28.5 10
- caprate 10:0 2.90 20 11
- laurate 12:0 2.50 1
- myristate 14:0 2.19 1
- palmitate 16:0 1.95 11 7.5 10
- stearate 18:0 1.76 4 2 35
- palmitoleate 16:1m-7 1.97 1.5
- oleate 18:10-9 1.77 24 11 31
- linoleate 18:2m-6 1.78 53 29 20
- a-linolenate 18:10-3 1.80 8 4.5 2
- arachidonate 20:4m-6 1.64
- eicosapentaenoic acid 20:50w-3 1.65 3
- docosapentaenoic acid 22:50w-3 1.52 2
a-tocopherol mg/100 mL 3.8 21.6 21.5
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Table II: Cell culture medium after supplementation with [0.5 g/L] lipid emulsions.

Standard culture medium

Culture medium supplemented

with lipid emulsions

Glucose (g/L) 1.82 1.84
Proteins (g/L) 3.0 3.0
Cholesterol (g/L) 0.05 0.07
Triglycerides (g/L) 0.05 0.99
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Article 2

Medium-chain triglycerides supplementation exacerbates peritonitis-induced septic shock in

rats: role on cell membrane remodelling

Boisramé-Helms J, Said A, Burban M, Delabranche X, Zobairi F, Hasselmann M,

Schini-Kerth VB, Toti F, Meziani F.

Soumis a Shock
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Nous avons évalué in vivo ’effet de deux de ces émulsions lipidiques dans un modé¢le de choc
septique par péritonite (ligature et perforation caecale) chez le rat, pour déterminer la place de la
modulation de la vésiculation membranaire et de I’inflammation dans un systéme intégré. Cette partie
est I’objet du deuxiéme article.

Des rats ayant subi une péritonite par ligature et perforation caecale étaient nourris pendant les 22h
suivant I’opération par une émulsion lipidique de nutrition parentérale a ’aide d’un cathéter veineux
central jugulaire interne tunnelisé. Une fois le choc septique installé (18 heure), les rats étaient
sédatés, ventilés et réanimés pendant 4 heures (remplissage vasculaire et noradrénaline) afin
d’atteindre un objectif de pression artérielle moyenne fixé. A 1’issue des 4 heures, les rats étaient
exsanguinés pour isoler les MPs et les organes prélevés pour différentes analyses réalisées ex vivo.
Nous avons montré que les doses de noradrénaline nécessaires pour obtenir les objectifs de pression
artérielle moyenne fixés étaient significativement plus importantes chez les rats préalablement nourris
avec des émulsions lipidiques a base de triglycérides a chaines moyennes (TCM), qu’avec les
émulsions a base de triglycérides a chaines longues (TCL) (1,7 £ 0,7 vs. 0,8 + 0,2 pg/kg/min, p<0,05).
Compte-tenu des résultats que nous avons obtenus in-vitro sur les monocytes en culture, nous avons
émis 1’hypothése que ces effets hémodynamiques pourraient notamment passer par une altération de
la génération de MPs par les émulsions lipidiques. Ainsi, nous avons montré que les émulsions a base
de TCM, comparées aux TCL, sont responsables d’une augmentation significative de la vésiculation
membranaire (MPs totales : 38,6 £ 5,8 versus 19,2 + 3,0 nM Eq PhtdSer, p<0,05). Les émulsions
lipidiques sont également a 1’origine d’une modulation qualitative de la vésiculation membranaire,
puisque les TCM augmentent significativement les MPs leucocytaires (MPs CD45 :17,4 + 3,5 versus
6,0 = 1,1 nM Eq PhtdSer, p<0,05), plaquettaires (MPs CD61 :13,9 £+ 2,5 pour les TCM versus 5,4 +
1,3 nM Eq PhtdSer, p<0,05) et endothéliales (MPs CD54 : 16,9 & 3,6 versus 5,6 = 0,8 nM Eq PhtdSer,
p<0,05). La génération de ces différents phénotypes de MPs refléte 1’activation cellulaire
correspondante, leucocytaire, plaquettaire et endothéliale. Enfin, les TCM majorent significativement
le stress oxydant cardiaque et vasculaire.

En conclusion, nous avons montré dans ce deuxiéme travail que les TCM pourraient avoir des effets

déléteres pro-oxydants au cours du choc septique en majorant la dysfonction hémodynamique. Ces
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effets pourraient étre liés a une activation cellulaire accrue, dont les MPs endothéliales, plaquettaires

et leucocytaires sont le témoin.

=> Ce travail est soumis et actuellement en révision dans Shock (impact factor 2,6).
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Abstract

Background and aims: Lipid emulsions for parenteral nutrition interfere with immunity and may alter
the cell plasma membrane and microparticle release, thus modulating their biological effects. Our aim
was to evaluate the effect of two lipid emulsions for parenteral nutrition containing either a mixture of
long- and medium-chain triglycerides (LCTs and MCTs) or LCTs only, to assess their role on
microparticle release and acute inflammation during septic shock in rats.

Methods and results: Septic rats (cecal ligation and puncture) and sham rats were infused with 5%
dextrose or a lipid emulsion during 22 hours. After 18 hours, rats were resuscitated during 4 hours and
hemodynamic parameters monitored. Circulating microparticles and their phenotype were measured
by prothrombinase assay; heart and aorta were collected for western blotting and electron
paramagnetic resonance measurements.

No significant effect of lipid emulsions was observed in sham rats. In septic rats, norepinephrine
requirements was increased in MCTs/LCTs infused rats compared to 5% dextrose or LCTs alone
infused rats (2.74#0.2 vs. 1.9+0.8 and 1.2+0.3 pg/kg/min respectively, p<0.05) and procoagulant
microparticle generation (38.6+5.8 vs. 18.8+3.1 and 19.2+3.0 nM Eq PhtdSer, p<0.05), by increasing
leukocyte- (17.4+3.5 vs. 7.7£1.8 and 6.0+1.1 nM Eq PhtdSer, p<0.05), platelet- (13.9£2.5 vs. 4.4+0.7
and 5.4+1.3 nM Eq PhtdSer, p<0.05) and endothelial-derived microparticles (16.9+3.6 vs. 6.4+1.4 and
5.6£0.8 nM Eq PhtdSer, p<0.05). The mixture of MCTs/LCTs significantly increased cardiac and
vascular NO and O,” production, plkB and COX-2 expression compared to the lipid emulsion
containing only LCTs.

Conclusion: Compared to 5% dextrose, MCT/LCT supplementation during septic shock in rats
induced deleterious effects with increased inflammation, cell activation, associated to vascular
hyporeactivity. During septic shock, LCT supplementation seemed to be neutral compared to 5%

dextrose infusion.

KEY WORDS: lipid emulsions; parenteral nutrition; membrane remodeling; inflammation;

microparticles; septic shock.
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INTRODUCTION

Fatty acids (FAs) are known to interfere with many physiological processes, including inflammation
and immunity (1). Inflammatory response modulation in critically ill patients through the modulation
of lipid content in parenteral emulsion has therefore aroused clinician interest (2). The composition of
lipid emulsions may account for changes in cell membrane composition, downstream production of
eicosanoids and cytokines, as well as gene expression (1, 3). Exogenous lipids could alter the cell
membrane fluidity and the lipid raft organization, thereby interfering with the activity of key
membrane proteins involved in immune cell signaling (4). Several experimental studies have
evidenced the regulatory role of lipid rafts after incorporation of n-3 polyunsaturated fatty acids
(PUFAs) that limited T cell activation and the immune response (5-7). The n-6 and n-3 PUFAs
content of immune cell plasma membranes can be modulated by eicosapentaenoic (EPA) and
docosahexaenoic (DHA) intake (3). Interestingly, n-6 PUFAs ingestion may acutely alter the
endothelial function, resulting in an increased generation of circulating endothelial microparticles
(MPs) (8). MPs are plasma membrane submicron vesicles, released from the cell in response to
inflammatory signals following the translocation of procoagulant phosphatidylserine in the outer
leaflet (PhtdSer) (9). Numerous experimental studies have also demonstrated that MPs behave as
vascular and cellular effectors (10, 11). In sepsis, circulating MPs may indeed promote inflammation
and vascular cell apoptosis, contribute to hemodynamic dysfunction, coagulation activation and
multiple organ failure (10, 12). The purpose of this study was therefore to assess the effects of two
parenteral nutrition lipid emulsions on the modulation of inflammation, procoagulant MP release and

hemodynamic during septic shock in rats.
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MATERIALS AND METHODS

This study was performed with the approval of the Strasbourg Regional Committee of Ethics in

Animal Experimentation (CREMEAS, AL/69/76/02/13).

Industrial lipid emulsions for parenteral nutrition

Intralipid® (soybean oil 200 g/L — long-chain triglycerides, LCTs) was from Fresenius-Kabi (Bad
Homburg, Germany) and Medialipid® (soybean 100 g/L — LCTs, coconut oil 100 g/l — medium-
chain triglycerides, MCTs) from B Braun (Melsungen, Germany). Their n-3 PUFAs content was only
a-linolenic acid (18:1n-3) and neither of the emulsions contained EPA (20:5n-3) or DHA (22:6n-3);

the n-3/n-6 ratio was the same in both emulsions (Supplementary table I).

Cecal ligation and puncture model and infusion with lipid emulsions for parenteral nutrition
Male Wistar rats (300-350 g) were from Javier Labs (Le Genest-Saint-Isle, France). During surgical
procedures, rats were anesthetized with isoflurane 1-2% (Baxter S.A.S, Maurepas, France) and
analgesia was ensured by sufentanil (Mylan, Pittsburgh PA, USA) (0.1 pg/kg of body weight)
administered subcutaneously. Before skin incision, a subcutaneous injection of 0.1 mL lidocaine 1%
(AstraZeneca, Rueil-Malmaison, France) was performed.

Rats underwent cecal ligation and puncture (CLP) as previously described (13). The rats developed
septic shock within the 16-20 hours after CLP. Sham rats underwent laparotomy and cecal exposure.
The right internal jugular was catheterized and the catheter was tunneled between the ears.

Rats were then allocated to six groups of 12 animals each: sham-G5, sham-IL, sham-ML, CLP-GS5,
CLP-IL and CLP-ML. The randomly allocated lipid emulsion was infused at identical rates during 22
hours (1.5 g/kg/24 hours, according to human nutrition guidelines (14)). The control groups (sham-G5
and CLP-GS5) were infused with 5% dextrose under identical conditions. The lipid emulsion or
dextrose infusion was not stopped for the next 22 hours until the end of the experiment. No animal

died before the end of the experiment.
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After 18 hours, when CLP rats fulfilled illness criteria (lethargy, piloerection, glassy eyes), rats were
anesthetized, tracheotomised and mechanically ventilated. The right carotid artery was gently exposed
and a transit-time ultrasound flow probe of 2.0 mm (Transonic Systems, Ithaca, NY, USA) was
attached to the carotid artery to continuously measure carotid blood flow (CBF). The left femoral
artery was used to measure mean arterial pressure (MAP), heart rate (HR) and to collect blood
samples. For the CLP group, septic shock was assessed if MAP was <90 mmHg and lactate elevated.
In CLP groups, fluid resuscitation was performed with a bolus of 0.9% NaCl (500 uL/10 min. if MAP
was <100 mmHg); if MAP remained <100 mmHg, norepinephrine was infused and increased by step
of 0.1 pg/kg/min each 10 minutes to target a MAP above 100 mmHg.

After 240 min., rats were bled via the left carotid artery under sterile condition using endotoxin-free
material. The total blood volume was collected in sodium citrate tubes (Vacutainer™, Becton
Dickinson; Le Pont de Claix, France), organs were collected for western blotting analysis and electron

paramagnetic resonance measurements.

Quantification of procoagulant microparticles

Blood samples were centrifuged for 15 min. at 800 g; plasma was centrifuged 2 min. at 12,000 g to
obtain platelet-poor plasma (PPP). PPP was centrifuged twice at 12,000 g for 60 min. to pellet MPs.
The MP pellets were suspended in 150 pL of 0.9% NaCl, pooled and concentrated by centrifugation
for 60 min. at 12,000 g. Washed pellet suspensions (500 pL of 0.9% NaCl) were kept at 4°C for less
than 2 weeks.

To specifically analyze the generation of procoagulant MPs, MP quantification was performed by
functional prothrombinase assay as described elsewhere (15). Briefly, after three washes, the amount
of MPs insolubilized onto annexin-5 coated microplates was measured by prothrombinase assay in
which phosphatidylserine (PhtdSer) is the limiting factor of the reaction leading to thrombin
generation. The measurements were performed in a kinetic mode with a thermostated
spectrophotometer (VersaMax™ Molecular Device, USA). The absorbance was converted into

nanomolar equivalent phosphatidylserine (eq. PhtdSer) by reference to a calibration curve made of
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known concentrations of synthetic vesicles containing 33% w/w PhtdSer and 67% w/w PhtdChol)

(15).

Characterization of the microparticle cell origin

MP phenotype was assessed according to the expression of cellular specific membrane antigens using
biotinylated monoclonal antibodies (anti-CD61 — platelet GPIIla ($3), anti-CD45 — leukocyte
common antigen, anti-CD54 — ICAM-1 for endothelial cells [BioLegend, San Diego, CA, USA] and
anti-glycophorin for erythrocytes [Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA]). MPs were measured
after capture onto each specific antibody coated on the streptavidin plate (1 pg/well) as described

above.

Electron paramagnetic resonance (EPR)

Nitric oxide (NO’): Aorta and heart samples were incubated for 30 min. in Krebs—Hepes buffer
containing: bovine serum albumin (20.5 g/L), CaCl, (3 mM), and L-arginine (0.8 mM). NaDETC (3.6
mg) (DETC: diethyldithiocarbamate) and FeSO4.7H,O (2.25 mg) were separately dissolved under
nitrogen gas bubbling in 10-mL volumes of ice-cold Krebs—Hepes buffer. These compounds were
rapidly mixed to obtain a pale yellow-brown opalescent colloid Fe(DETC), solution (0.4 mM), which
was used immediately. The colloid Fe(DETC)2 solution was added to the organs and incubated for 45
min. at 37°C. NO measurement was performed on a table-top x-band spectrometer Miniscope
(Magnettech, MS200, Berlin, Germany). Recordings were made at 77°K, using a Dewar flask.
Instrument settings were 10 mW of microwave power, 1 mT of amplitude modulation, 100 kHz of

modulation frequency, 60 seconds of Sweep time, and 5 numbers of scans.

Superoxide anion (O;7): Aorta and heart samples were allowed to equilibrate in deferoxamine-
chelated  Krebs—Hepes solution containing 1  hydroxy-3  methoxycarbonyl  2,2,5,5-
tetramethylpyrrolidin (CMH, Noxygen, Germany) (500 uM), deferoxamine (25 uM), and DETC (5
uM) under constant temperature (37°C) for 1 hour. The reaction was stopped by freezing the samples

in liquid nitrogen for EPR spectroscopy analysis
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Values were expressed as arbitrary units per milligram weight of dried tissue (A/Wd).

Western immunoblotting

Phosphorylated I kappa B-alpha (pIkB-a), nuclear factor-kappa B (NF-kB) and cyclo-oxygenases-2
(COX-2) expression was evaluated in heart and aorta lysates using Western immunoblotting. Proteins
were separated by electrophoresis in 10% polyacrylamide gel and transferred onto a PVDF
(PolyVinyliDene Fluoride) membrane. Nonspecific binding sites were blocked with 5% skimmed
milk in Tris-Buffered Saline solution with 0.5% Tween for 1 hour at room temperature. Membranes
were then incubated overnight at 4°C with primary antibodies directed against plkB-a (1/500,
Euromedex, Souffelweyersheim, France), NF-xB p65 (1/1,000, Ozyme, Saint Quentin, France), COX-
2 (1/1,000 Cayman Chemical Co, Ann Arbor, MI), B-tubuline (1/10,000, Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg, Germany). After 3 washes, membranes were incubated with secondary antibodies
(1/5,000 dilution except for anti-p-tubuline that revealed with a 1/40,000 dilution of anti-mouse IgG)
for 1 hour at room temperature and signals were revealed by chemiluminescence. The optical density

was quantified and expressed relative to f-tubulin (imagel).

Statistical analysis

The inter-group comparison of hemodynamic parameters was performed by ANOVA repeated
measures; the pairwise comparison was made using a Tukey-Kramer adjustment for p values. A
nonparametric analysis by Kruskal Wallis test with Dunn post hoc test was used for analysis of MPs,
proteins, NO. and O2.-. All statistics was performed with Statview™ software (version 5.0, SAS
Institute, Cary, NC, USA). All values are presented as mean £ SD for n experiments; with n

representing the number of rats. A p value<0.05 was considered statistically significant.
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RESULTS

The emulsion containing a mixture of medium-and long-chain triglycerides increases septic
shock-induced vascular hyporeactivity

Lipid emulsions had no adverse effect in sham rats (sham-IL and sham-ML), as hemodynamic
parameters (HR, MAP, CBF), microparticles, western immonublottings and EPR were unaltered
compared to 5% dextrose-infused sham rats (sham-GS5). The infusion of lipid emulsions containing
LCTs (Intralipid® - IL) or a mixture of LCTs/MCTs (Medialipid® - ML) had no effect (MAP, HR,
CBF and blood lactate) compared to 5% dextrose infusion on the early phase of infection in CLP rats,
up to the 18th hour after surgery (Table I).

At the end of the 4-hours resuscitation period (18th to 22th hours), MAP, HR, CBF and blood lactate
were still not significantly different and all CLP rats survived (Table I). Nevertheless, the LCT/MCT
emulsion increased septic shock-induced vascular hyporeactivity evidenced by an increased
norepinephrine requirement to reach the targeted MAP compared to 5% dextrose (2.7+0.2 vs. 1.9+0.8

png/kg/min, p<0.05), while LCT emulsion had no effect (1.2+0.3 vs. 1.9+£0.8 pg/kg/min, NS) (Table I).

The emulsion containing a mixture of medium-and long-chain triglycerides increases alters
membrane vesiculation

In the CLP groups (CLP-G5, CLP-IL, CLP-ML), total MPs, leukocyte-, platelet- and endothelial-
derived MPs were significantly increased compared to sham rats (figures la and b). Microparticle
generation was significantly increased in CLP-ML rats compared to CLP-G5 rats and CLP-IL rats
(38.6+5.8 vs. 18.8+3.0 and 19.2+£3.0 nM Eq PhtdSer respectively, p<0.05) (figure 1a), as well as
leukocyte- (17.4£3.5 vs. 7.7¢1.8 and 6.0£1.1 nM Eq PhtdSer respectively, p<0.05), platelet-
(13.942.5 vs. 4.4+0.7 and 5.4£1.3 nM Eq PhtdSer respectively, p<0.05) and endothelial-derived MPs
(16.9+£3.6 vs. 6.4+1.4 and 5.6+0.8 nM Eq PhtdSer respectively, p<0.05) (figure 1b). Of note, MP
generation (concentration and phenotype) was not significantly different between CLP-IL and CLP-

G5 rats (figures 1a and b).
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The emulsion containing a mixture of medium-and long-chain triglycerides increases
cardiovascular oxidative and nitrosative stresses

NO" and O," production was significantly increased in the aorta (174.8+14.7 vs. 130.2+18.5 and
708.2435.6 vs. 496.3+45.8 amplitude/Wd respectively, p<0.05) (figures 2a and 2c) and heart
(158.7+15.7 vs. 110.3+7.3 and 786.3£29.6 vs. 579.1+62.6 amplitude/Wd respectively, p<0.05) of
CLP-ML rats compared to CLP-IL rats (figures 2b and 2d). Compared with sham rats, NO" and O,~
were significantly increased in aorta and heart from CLP-GS5 rats but not in aorta and heart from CLP-
IL rats (figures 2a, 2b, 2¢ and 2d). NO" and O, " production was not different in CLP-IL and CLP-G5
groups, except a significant increase of cardiac NO' in CLP-IL rats compared to CLP-GS5 rats (figure

2b).

The emulsion containing a mixture of medium-and long-chain triglycerides modulates vascular
inflammation

NF-kB activation was evidenced through the assessment of the phosphorylation of its inhibitor IxB
resulting in the translocation of free NF-kB to the nucleus and the transcription of pro-inflammatory
genes. In the aorta, pIkB-a was significantly increased in CLP-GS5 rats compared with sham-G5 rats
(0.2+0.0 vs. 0.1£0.0 relative to B-tubulin content, p<0.05) as well as in CLP-ML rats compared with
CLP-IL rats (0.4£0.1 vs. 0.1£0.0 relative to B-tubulin content, p<0.05) (figure 3a), while NF-xB
expression remained unchanged (data not shown). Similarly, in heart samples of CLP-GS5 rats, pIkB-a
expression was significantly increased compared with sham-G5 rats (1.0+0.2 vs. 0.3+0.1 relative to -
tubulin content, p<0.05), while NF-kB expression remained unaltered (data not shown). Moreover,
cardiac plkB-a expression was significantly increased in CLP-ML rats compared with CLP-IL rats
(1.8£0.1 vs. 0.6+0.2 relative to PB-tubulin content, p<0.05) (figure 3b). Finally, plkB-a was
significantly increased in CLP-ML group compared with CLP-G5 in both heart and aorta (figures 3a
and 3b).

In the aorta, COX-2 expression was significantly increased in CLP-G5 rats compared to sham-G5 rats
(1.4£0.2 vs. 0.9£0.2 relative to B-tubulin content, p<0.05), as well as in CLP-ML rats compared to

CLP-IL (2.1+0.3 vs. 1.0£0.1 relative to P-tubulin content, p<0.05) (figure 3c). Cardiac COX-2
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expression was also significantly increased in CLP-G5 rats compared to sham-G5 rats (1.4+0.1 vs.
0.4£0.0 relative to B-tubulin content, p<0.05). COX-2 expression was also significantly increased in
CLP-ML rats compared with CLP-IL rats (1.5+0.2 vs. 0.5+£0.0 relative to B-tubulin content, p<0.05)
(figure 3d). COX-2 was significantly increased in CLP-ML group compared with CLP-G5 in both

heart and aorta (figures 3¢ and 3d).
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DISCUSSION

Fatty acid supplementation leads to plasma membrane remodeling and may thus affect immune
functions with clinical consequences in patients with inflammatory diseases (1). We therefore
hypothesized that lipid emulsion supplementation could alter membrane vesiculation and MP release,
thereby modulating inflammation and hemodynamic status in septic rats (3, 10, 12, 16). Thus, we
investigated the hemodynamic function of septic rats and used MPs as surrogates of vascular cell

damage.

In the present study, we have not shown any beneficial or deleterious effects of LCT or LCT/MCT
parenteral lipid emulsions on sham rats. Moreover, these emulsions did not prevent or worsen septic
shock issue. Nevertheless, we have shown that the infusion of a mixture of MCTs and LCTs may
exacerbate the septic shock-induced hemodynamic dysfunction, enhancing the activation of vascular

cells, inflammatory processes and cardiovascular oxidative and nitrosative stresses.

We have also shown that the emulsion containing a mixture of MCTs and LCTs (Medialipid®)
significantly increased membrane vesiculation in septic rats, compared with the emulsion containing
only LCTs (Intralipid®) or with 5% dextrose. These data are consistent with previous works showing
that FAs are differentially incorporated into the cell membrane depending on the length of their
carbon chain, which leads to increased membrane vesiculation with increased phospholipid membrane
disorder in emitted MPs (17, 18). In contrast, n-3 FAs decrease the concentration of circulating MPs
in post-myocardial infarction patients, suggesting that n-3 FAs might alter membrane vesiculation
(19). In addition, recent data from our laboratory suggest that a mixture of MCTs and LCTs would
have an energetic function, but would also take part in membrane vesiculation, by being incorporated

in membranes and by altering their physical order (18).

To further characterize the in vivo FA effects on membrane vesiculation, we have established the
phenotype of circulating MPs. We focused on procoagulant MPs exposing phosphatidylserine, which

have been shown to behave as pathogenic markers in experimental septic shock and as markers of
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coagulation disturbance in clinical trials (10, 20). We have thus shown that a mixture of MCTs and
LCTs significantly alters the MP phenotype, with an increased generation of circulating leukocyte-,
platelet- and endothelial-derived MPs, reflecting their parental cell activation. In contrast, LCTs do
not seem to have any effect on cellular activation in septic rats as indicated by the unchanged MP
pattern.

Furthermore, lipid emulsions containing a mixture of MCTs and LCTs promoted enhanced pro-
inflammatory markers in aorta and heart tissues. Therefore, MCT infusion could lead to procoagulant
and pro-inflammatory MP release, which might in turn deeply alter the cell membrane and increase

further cell damages.

Lipid emulsions containing a mixture of MCTs and LCTs would have specific clinical advantages
over lipid emulsions containing LCTs alone. Several studies indeed suggest their superiority, with
improved nutritional status in septic and cancer patients undergoing surgery (21, 22). Indeed, the
MCT/LCT emulsion was shown to increase patient prealbumin levels, which would be partially due to
the higher circulating insulin levels. However, the outcome of septic patients or the length of hospital
stay, the surgical complication rate in tract cancer patients following surgery were not significantly
different, whatever the emulsion considered. Moreover, a recent review by Casaer and Van den

Berghe failed to evidence any benefit in lipid modulation during septic shock (23).

More interestingly, emulsions containing a mixture of MCTs and LCTs would be less
immunosuppressive than LCT emulsions. The former would be associated with reduced alterations of
human monocyte and neutrophil functions (24), with subsequent limited infections in patients with
chronic obstructive pulmonary disease (25). Experimental and clinical data however diverge, as in
patients with acute respiratory distress syndrome, Masclans et al. showed that LCT emulsions
increased cardiac output and oxygen delivery (26), while Smyrniotis et al. showed that it worsened
oxygenation (27).

FAs may interfere with inflammation by numerous mechanisms, including their incorporation into the

phospholipids of inflammatory cell membranes, as we have evidenced it in monocytes after LPS
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stimulation (18) and as it has been shown in other models (5). Furthermore, FAs are known to affect
inflammation through the NF-«B pathway. Indeed, n-3 FAs inhibit the LPS-induced production of
inflammatory proteins like COX-2, in-vitro and in vivo (3). In our study, a mixture of MCTs and
LCTs would have the opposite effect and up-regulate the NF-kB pathway with increased IkB
phosphorylation and subsequent inflammatory protein expression, as it has been shown in-vitro with
saturated FAs, especially lauric acid (C12:0) (28, 29). In contrast, LCTs seemed neutral compared to
5% dextrose.

Some fatty acid receptors may be involved in the regulation of these anti-inflammatory effects like the
peroxisome proliferator activated receptor (PPAR-y), a transcription factor that down-regulates the
NF-xB pathway when bound to PUFAs (30). The LCT receptor GPR120, which is highly expressed
on inflammatory cells mediating anti-inflammatory gene activation (31), and the MCT pro-
inflammatory receptor GPR84, that promotes cytokine secretion in LPS-treated neutrophils and
macrophages (32), could also have contributed to the respective effects of MCTs and LCTs in our
study. Moreover, several LCTs have been shown to decrease leukocyte chemotaxis towards
inflammatory sites, contrary to MCTs (32, 33). N-3 LCTs also decrease arachidonic acid-derived pro-
inflammatory eicosanoids and COX-2 pathway and increase the production of resolvin and protectin
(33). Our study therefore confirms a previous body of evidences showing that MCT-based lipid
emulsions in-vitro affect immune cell functions in-vitro. Indeed, previous data showed that MCTs, but
not LCTs, alter neutrophils functions (17, 34), with inhibitory effects on chemotaxis, phagocytosis,

and bacterial killing in-vitro, as well as in cell signaling (35, 36).

Limitations of the study: Given the severity of our septic shock model, we have deliberately chosen
to study only one time-point; moreover, repeated blood sampling was impossible due to low blood
volume. As the timing to introduce artificial nutrition in critical patients is a matter of debate and
there is still no consensus (37), we assume that the timing of lipid infusion during our experiments

could be considered as a limitation of the study.
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CONCLUSION

This experimental work shows that supplementation by lipid emulsion containing MCTs and LCTs,
but neither lipid emulsion containing only LCTs nor 5% dextrose, exacerbates the peritonitis-induced
septic shock, via pro-inflammatory pathway with an intense MP generation reflecting the vascular cell

activation. These data could pave the way for further investigations during septic shock in humans.
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Figures 1a and 1b: Quantification (a) and phenotype (b) of microparticles
CLP: cecal ligation and puncture, G5: 5% dextrose, IL: Intralipid®, ML: Medialipid®, MPs:
microparticles, nM Eq PhtdSer: nanomolar phosphatidylserine equivalents. n=12, * p<0.05 vs. CLP-

IL, # p<0.05 vs. sham-G5, & p<0.05 vs. CLP-GS5.

Figures 2a, 2b, 2c and 2d: Vascular and cardiac nitrosative and oxidative stresses

Nitric oxide (NO.) and superoxide anion (O2.-) measured by electron paramagnetic resonance in the
aorta (2a and 2c) and heart (2b and 2d). CLP: cecal ligation and puncture, G5: 5% dextrose, IL:
Intralipid®, ML: Medialipid®. n=6, * p<0.05 vs. CLP-IL , # p<0.05 vs. sham-G5, & p<0.05 vs. CLP-

G3.

Figures 3a, 3b, 3c and 3d: Vascular and cardiac pIkB-o and COX-2 expressions relative to -
tubulin content evaluated by Western immunoblotting in the aorta (3a and 3¢) and heart (3b and 3d).
CLP: cecal ligation and puncture, G5: 5% dextrose, IL: Intralipid®, ML: Medialipid®. n=6, * p<0.05

vs. CLP-IL , # p<0.05 vs. sham-G5, & p<0.05 vs. CLP-GS5.
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Table I: Characteristics of rats

CLP: cecal ligation and puncture, G5: dextrose 5%, IL: Intralipid:, ML: Medialipid:, MAP: mean
arterial pressure, HR: heart rate, bpm: beat per minute, CBF: carotid blood flow, NE: norepinephrine,
baseline: H18 after CLP/sham operation, end of experiment: H22 after CLP/sham operation, MPs:

microparticles, nM eq. PhtdSer: nanomolar phosphatidylserine equivalents, SD: standard deviation.

For each group, n=12. * p<0.05 vs. CLP-IL, # p<0.05 vs. sham-GS5.

Mean  SD Sham-G5 Sham-IL Sham-ML CLP-G5 CLP-IL CLP-ML
Weight (g) 35849 35849 36345 349+8 35347 35347
Diuresis (mL) 14.9+3.8 18.5+2.4 17.645.7 7.3+2.3" 9.9+2.4" 9.0+2.4"
MAP (mmHg)
Baseline 119+4 12043 12043 72+6" 717" 726"
End experiment  116+4 11447 117+4 11147 106+8 105+7
HR (bpm)
Baseline 35612 349+19 358+14 398+31" 375+12" 405+16"
End experiment 38114 369420 391+19 417+40 390+11 382429

CBF (mL/min)

Baseline 4.5%0.8 4.0£0.4 4.8+0.3 2.640.7" 2.940.8" 2.840.8"

End experiment  3.620.5 3.240.5 4.240.6 2.540.4" 2.740.6 2.940.6"
NacCl (mL/h) 1.010 1.0+0.0 1.0+0.0 2.5+0.5" 2.4+0.3" 2.7¢1.17
NE (ug/kg/min)  0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 1.940.8" 1.2+0.3" 2.7+0.2"*
Lactate (mmol/L)  1.1#0.2 0.940.1 1.0+0.1 2.840.4" 2.640.1" 2.440.2"
Survival (min) 240+0 240+0 240+0 240+0 240+0 240+0
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Supplementary data:

Table I: Oil composition of the two lipid emulsions

Oil (g/100 mL): Intralipid® Medialipid®

- soybean oil 20 10

- coconut oil 10

Table II: Lipid emulsion detailed composition
Intralipid® Medialipid®

Fatty acids (g/100 mL):
- caproate 6:0 0.0 0.1
- caprylate 8:0 0.0 5.7
- caprate 10:0 0.0 4.0
- laurate 12:0 0.0 0.2
- myristate 14:0 0.0 0.0
- palmitate 16:0 2.2 1.5
- stearate 18:0 0.8 04
- palmitoleate 16:1m-7 0.0 0.0
- oleate 18:1m-9 4.8 2.2
- linoleate 18:2m-6 10.6 5.8
- a-linolenate 18:1m-3 1.6 0.9
- arachidonate 20:40-6 0.0 0.0
- eicosapentaenoic acid 20:5m-3 0.0 0.0
- docosapentaenoic acid 22:5m-3 0.0 0.0
a-tocopherol (mg/100 mL) 3.8 21.6
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Article 3

Microparticles are new biomarkers of septic shock-induced disseminated intravascular

coagulopathy.

Delabranche X, Boisramé-Helms J, Asfar P, Berger A, Mootien Y, Lavigne T, Grunebaum L, Lanza

F, Gachet C, Freyssinet J.M, Toti F, Meziani F

Intensive Care Medicine. 2013;39(10):1695-703
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Les travaux décrits dans le troisiéme article avaient pour objectif de caractériser les MPs au cours du
choc septique chez I’homme, a partir d’une étude clinique (Clinicaltrial.gov identifier NCT
01604551). Les MPs cumulant des effets pro-inflammatoires, procoagulants et pro-apoptotiques, nous
avons évalué et caractérisé€ 1’activation cellulaire au cours du choc septique chez I’homme, en utilisant
les MPs circulantes comme témoins de la dysfonction du compartiment vasculaire et plus précisément

ici de I’activation de la coagulation, a I’échelle cellulaire.

Nous avons réalisé une étude prospective multicentrique dans trois hopitaux francais, ayant inclus
cent patients consécutifs adultes agés de 18 a 85 ans et atteints de choc septique, apres leur admission

eme

en réanimation. Nous avons réalisé des prélévements sanguins le jour de 1’admission et jusqu’au 4

eme

jour, puis au 7 jour, afin de doser et caractériser les MPs circulantes, ainsi qu’un certain nombre de

paramétres de I’hémostase et de 1’inflammation, et d’établir leur cinétique.

Quatre-vingt-douze des cent patients ont été analysés. Le choc septique est associé a une
augmentation significative du taux de MPs procoagulantes circulantes, comparé a des dosages de
référence chez le sujet sain (14,7+ 8,0 vs. 4,9 = 2,8 nM Eq PhtdSer, p<0,001). La génération de
certaines MPs procoagulantes est associée a la coagulation intravasculaire disséminée (CIVD). Le
profil des MPs est modifié au cours du sepsis et le phénotype constitue un marqueur original
d’activation cellulaire majeure, avec une augmentation significative de la génération de MPs
endothéliales (1,5 + 2,0 vs. controles 0,4 +£ 0,0 nM Eq PhtdSer, p<0,001), leucocytaires (6,4 £+ 6,0 vs.
controles 3,2 + 2,0 nM Eq PhtdSer, p<0,001) et plaquettaires (5,1 + 6,0 vs. contrdles 3,5 £ 2,0 nM Eq
PhtdSer, p<0,05). Chez les patients présentant une CIVD, les MPs plaquettaires diminuent
significativement et proportionnellement a la thrombopénie, tandis que la numération leucocytaire
indique une forte activation avec une proportion de MPs leucocytaires (CD11a) avec I’évolution de la
CIVD. Enfin, on observe une activation trés précoce et spécifique de 1’endothélium, avec une forte
augmentation des MPs CD105 et une diminution de 1’apoptose endothéliale (CD31) en présence de

CIVD.
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Ces résultats soulignent I’importance potentielle des MPs dans la physiopathologie du choc septique
et notamment 1’approche cellulaire de la coagulopathie et de I’atteinte vasculaire qui le caractérisent.
Plus précisément, les MPs apparaissent comme des marqueurs diagnostiques précoces et sensibles de

la CIVD au cours du choc septique.

=> Ce travail est publié :

Delabranche X, Boisramé-Helms J, Asfar P, Berger A, Mootien Y, Lavigne T, Grunebaum L, Lanza
F, Gachet C, Freyssinet JM, Toti F, Meziani F. Microparticles are new biomarkers of septic shock-
induced disseminated intravascular coagulopathy. Intensive Care Medicine. 2013;39(10):1695-703.

(impact factor 6,1)
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Abstract Purpose: Septic shock-
induced disseminated intravascular
coagulopathy (DIC) contributes to
multiple organ failure. Mechanisms
goveming vascular responses (0
open occurrence of DIC have not
yet been established. Circulating
plasma microparticles (MPs),
released upon cell stress, constitute
a catalytic procoagulant surface and
are surrogates of vascular cell acti-
vation/injury. Herein, MPs were
assessed as possible markers of
haemostatic and vascular

dysfunction in the DIC time
course. Methods: One hundred
patients with septic shock from
three ICUs were enmolled and their
haemostatic status evaluated at
admission (D1), D2, D3 and D7.
Circulating procoagulant MPs were
isolated, quantified by prothrombin-
ase assay and their cellular origin
determined. DIC diagnosis was
made according to the JAAM 2006
score, Reswlts: Ninety-two patients
were analysed and 40 had DIC
during the first 24 h. Routine clot-
ting times and factor/inhibitor
activity did not allow assessing
vascular cell involvement. At
admission, thrombin generation and
fibrinolysis were observed in both
groups while impaired fibrin poly-
merisation was evidenced only in
DIC patients. Sustained thrombin
generation persisted over ume in
both groups at D7. While total
microparticle concentrations were in
the same range regardless of DIC
diagnosis, specific phenotypes were
already detected at admission in
DIC patients. Endothelial- and leu-
cocyte-derived MPs were higher in
DIC while an increased soluble
glycoprotein V/platelet ratio was
delayed, underscoring the first
involvement of endothelial cells and
leucocytes whereas platelet activa-
tion was delayed. Endothelium-
derived CD105-MPs (OR 6.55) and
CD31-MPs (OR 0.49) were strongly
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associated with early DIC in multi- ers of septic shock-induced DIC and Keywords Septic shock -

variate analysis.
Conclusion: Endothelial-derived
microparticles are relevant biomark-

vascular injury.

Introduction

Septic shock is a life-threatening disorder with a host
inflammatory response leading to multiple organ dys-
function syndrome (MODS) [II Coagulation activation
has dual consequences with bacterial containment and
thrombotic microangiopathy, eventually evolving to
disseminated intravascular coagulopathy (DIC), which is
frequently associated with MODS [2, 3). Furthermore,
assessment of both inflammation and haemostasis
remains difficult because of major disturbances in reg-
ulatory loops [4]. According to a recent review by
Gando et al. [5], the DIC paradigm can be viewed as
follows: “the blood of patients with DIC is hypercoag-
ulable in the circulation and difficult to clot outside the
vessels™,

In clinical settings, the mechanisms goveming vas-
cular responses and the occumrence/resolution of DIC
have not yet been deciphered. There are currently two
coexisting DIC scoring systems, one from the Interna-
tional Society for Thrombosis and Haemostasis (ISTH
overt 2001) [6) and the other from the Japanese Associ-
ation for Acute Medicine (JAAM 2006) [7]: both were
evaluated in critically ill patients [8-10).

The endothelium plays a central role in the patho-
physiology of septic shock contributing to disseminated
inflammation and coagulation [11]. Interplay among the
neutrophils, endothelium, monocytes and platelets leading
to endothelial injury and microvascular thrombosis is well
established in the pathogenesis of both DIC and systemic
inflammation and finally MODS [4].

Microparticles (MPs) are plasma membrane submi-
cron fragments with procoagulant properties released
from stressed cells. They disseminate membrane and
cytoplasmic bioactive molecules from parental to neigh-
bouring cells [12, 13]. MP procoagulant activity is linked
to phosphatidylserine (PhtdSer), an aminophospholipid
contributing to additional catalytic surface for the
assembly of vitamin K-dependent blood coagulation
factors and to the eventual presence of tissue factor (TF).
Elevated levels of MPs were first associated with throm-
botic disorders and further detected as indicators of
vascular stress including coagulopathy, vascular occlu-
sion, immune evasion and infection [14, 15). Circulating
MPs have been reported during septic shock in several
clinical studies [16-18] and in experimental animal

could be used to evaluate early

ted intravascular
coagulopathy - Microparticles -
Endothelium - JAAM score

models [19, 20] where MPs could behave as pathogenic
markers by providing procoagulant surfaces and by acting
as inflammatory vascular mediators [21].

The present study was dcngncd to assess phenotypic

biomarkers of septic
shock-induced vascular dysfunction and DIC.

Patients and methods
Pauents

One hundred consecutive adult patients (18-85 years
old) referred for septic shock [22] and treated with
norepinephrine and/or epinephrine were prospectively
enrolled after admission in medical intensive care units
(ICU) from three temiary hospitals. End-stage heart
(NYHA class IV), liver (Child-Pugh classification C) or
evolving cancerous diseases were excluded. The Stras-
bourg University Hospital Ethics Committee approved
this multicentre study. Informed consent was obtained
from the patient or relatives at admission and confirmed
by the patient. Care was provided without a specific
therapeutic intervention (Table 1 and supplementary
data).

Blood collection and laboratory analysis

Sampling was performed as soon as possible after patients
fulfilled septic shock criteria to avoid therapeutic bias
(D1) and thereafter on the following mornings (days 2, 3
and 7). Platelet poor plasma (PPP) was obtained after two
centrifugations at 2,500 xg for 15 min and samples were
frozen at —80 °C. Hacmostasis was analysed on STA-R”
Evolution (Stago) with standard commercial reagents (see
supplementary data). Platelet and leucocyte counts were
measured daily. Tissue-type plasminogen activator (t-
PA), plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1), interleu-
kin-6 (IL-6), IL-10, TNF-a, monocyte chemotactic
protein-1 (MCP-1), sP-selectin and sE-selectin were
quantified by ELISA-derived FlowCytomix'™ beads
(Bender MedSystems GmbH, Vienna, Austria). Soluble
platelet glycoprotein V (sGPV) was quantified by ELISA
(Stago).

142



Table 1 Patient characteristics

Total No DIC DiC p value
(N=192) (N = 52) (N = 40)

Characteristics
Male sex, N (%) 59 (64.1) 33 (63.5) 26 (65.0) 097
Age. years 615 + 150 623 + 144 605 + 159 0.58
SAPS Il 575 £ 181 519 £ 143 649 £ 200 <0.01
Mortality day 7. N (%) 15 (16.3) 5 (9.6) 10 (25.0) 009
Mortality day 28. N (%) 27 (29.3) 15 (28.8) 12 (30.0) 091
SOFA at admission 99 &+ 30 85+21 118+£30 <0.01
Respiratory failure. N (%) 85 (92.4) 46 (88.5) 39 (97.5) 0.23
Acute renal failure, N (%) 52 (56.5) 19 (36.5) 33 (82.5) <0.01
Hepatic failure, N (%) 7(7.6) 2(38) 5(12.5) 0.24
Coma 23 (25.0) 10(19.2) 13 (32.5) 022
Site of infection <0.01
Pneumonia 49 (533) 33 (63.5) 16 (40.0) 0.03
Urinary 13 (14.1) 7 (13.5) 6(15.0) 0.83
Abdominal 13 (14.1) 8(154) 5(125) 0.69
Bacteraemia 998) 1(19) 8 (20.0) 0.01
Unknown 12(13.3) 3(58) 9(225) 0.03
Microorganism 0.50
Gram-positive cocci 27 (29.3) 11 (21.2) 16 (20.0)
Enterobacteriae 20 (21.7) 12 (23.1) 8 (20.0)
Other gram-negative bacilli 13 (14.1) 8(154) 5(125)
Unknown 32 (34.8) 21 (404) 11 (27.5)
Therapy
Renal replacement therapy, N (%) 35 (38.0) 13 (2500 22 (55.0) 0.0

i rine, N (%) 91 (98.9) 52 (100.0) 39 (97.5) 0.99
Epinephnne. N (%) 7(1.6) 2(38) 5(12.5) 0.25
Dobutamine, N (%) 21 (22.8) 9(17.3) 12 (30.0) 0.15
Fresh frozen plasma, N (%) 22 (239) 4(7.7) 18 (45.0) <0.01
Platelet concentrate, N (%) 9198) 1(19) 8 (20.0) 001
Heparin, N (%) 54 (58.7) 35(67.3) 19 (47.5) 0.09
Drotrecogin alfa [ activated], N (%) 16 (17.4) 3(58) 13 (32.5) <001

Bold p values refer to the global assessment of differences among a group of parameters

DIC scoring

DIC scores were caleulated according to the ISTH 2001
“overt” and JAAM 2006 [6, 7]. Early DIC was confirmed
if the JAAM (based on a dynamic evaluation of platelet
count and taking into account the inflammatory response
in critically ill patients) score was 4 or higher during the
first 24 h at admission (D1) and/or at D2,

Microparticle analysis

cProcoagulant MPs were measured by prothrombinase
assay and the results were expressed as nanomolar
phosphatidyIserine equivalents (1M eq. PhiudSer) (see
supplementary data) [23]. The MP phenotype was deter-
mined using biotinylated relevant monoclonal antibodies
instead of annexin-5: anti-GPIb (platelets), anti-CDl11a
(leucocytes), anti-CD62E (E-selectin, stimulated endo-
thelial cells), anti-CD31 (apoptotic endothelial cells) and
anti-CD105 (stimulated endothelial cells). The normal
range in healthy volunteers was previously established in
our laboratory [24).

Statistical analysis

Categorical variables were descrnibed as frequency, and
comparison was performed by the 1 test or Fisher's exact
test. Quantitative data were expressed as mean and standard
deviation and analysed with the non-parametric Kruskal-
Wallis test. Repeated measures were analysed with
ANOVA. When indicated, a linear mixed model and two-
way ANOVA including post hoc analyses were performed
using a ¢ test with Bonferroni correction for multiple com-
parisons. Prior to performing this analysis, variables were
assessed for normality and non-normally distnbuted vani-
ables were transformed using logarithmic, square root,
inverse or exponential transformations. Multiple logistic
regression models, which excluded JAAM-related parame-
ters, were performed to explain the occurrence of DIC at D 1.
Cohen's kappa coefficient was used to measure inter-rater
agecnnmbaween]MMMndlS’!HMlova!C
scores. All statistics were performed with the MedCalc™
software, version 12.5.0 (Ostend, Belgium). p < 0.05 was
considered statistically significant. For data presentation in
figures, the 1 distributed varables are
presented as median values with interquartile range.
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Results
Patients

Main characteristics of the 92 analysed patients are
summansed in Table 1. Eight patients were excluded (six
for missing or distorted samples and two for unknown
exclusion criteria at admission). All patients fulfilled
septic shock criteria at admission. We did not find dif-
ferences in care and treatments between the centres.
According to the JAAM 2006 score, 40 patients (44 %)
met the early DIC criteria (30 at D1 and 10 at D2). Of
note, Cohen’s kappa coefficient between the JAAM 2006
and ISTH scores was 0.71 (good) and 34 patients with
carly DIC were diagnosed by both scoring systems.
Patients with early DIC were more severely ill with
higher SAPS2 and SOFA scores at admission (p < 0.01
and p < 0.001, respectively). In these latter patients, acute
renal failure during the ICU stay was more frequent
(p <0.001). At admission (D1), plasma inflammatory
markers (IL-6, IL-10, MCP-1, TNFx and CRP) were
dramatically increased in all patients (p < 0.05) and sig-
nificantly higher in early DIC (p < 0.05) except for TNFax
and CRP (see supplementary data). Microorganism genus
was not associated with DIC diagnosis (p = 050)
(Table 1). Of note, while pneumonia was less frequent
(p = 0.03) during DIC, bacteraemia was significantly
associated with DIC (among these, four had pneumonia,
two had pyelonephritis and one had a catheter infection).

Fig. 1 Time-course of
thrombin and fibrin formation,
fibrinolysis and selectins in DIC
and non-DIC patients. Results
are shown in whire (no DIC) or
grey (early DIC) whisker boxes
(horizontal line inside the box
median, upper and lower box
limits 25-75th percentiles and
T-bars 10-50th percentiles.
respectively). Dashed lines
correspond to reference values.

g
1
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Prothrombin F1+2 (umoll)

mosmnmuc
mosmor

balin

Haemostasis and septic shock

Prothrombin tme was increased with subsequent low
prothrombin activity occurring to a similar extent in all
patients with or without DIC. Although dramatically ele-
vated in DIC patients, D-dimer levels were increased in all
patients and remained at a high range until D7. Fibrinogen,
a parameter not taken into account by the JAAM 2006
score, was increased in nearly all patients and was <1 g/l in
only one patient at admission. JAAM DIC scores remained
<4 in almost all non-DIC patients (p = 0.61 D1-D7) and
were lowered in DIC patients (p = 0.04).

Interestingly, an eady rise in prothrombin F1+2
(Fig. 1a) and elevated fibrin monomers (Fig. 1b) were
both observed, confinming early thrombin generation and
fibrin formation, whereas decreased AT and PC revealed
the consumption of natural coagulation inhibitors. In both
the non-DIC and DIC groups, sustained thrombin gener-
ation and fibrinolysis persisted over time despite
supportive care and restored coagulation factors and
inhibitors. Nevertheless, delayed AT and PC restoration
was observed in DIC patients (p < 0.05 for time course
D1-D7) (see supplementary data). Moreover, the PAI-1
plasma concentration was not significantly different in
DIC and returned to baseline at D7 (p <0.05) with
delayed improvement when DIC was present (Fig. lc).
Truly soluble E-selectin was elevated in both groups and
at the upper range during DIC (p = 0.02), highlighting
endothelial stress (Fig. 1d).
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Fig. 2 Time course of total and

telet-. leucocyte- and
::domehl cell-derived

microparticles regarding DIC
diagnosis. Results are shown in
white (no DIC) or grey (early
DIC) whisker boxes (horizontal
line inside box median, upper
and lower box limits 25-75th
percentiles and T-bars 10-90th
iles, re ively).
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DIC is characterised by a specific microparticle
pattem

Total MPs were in the same range in DIC and non-DIC
patients but followed a different time-course pattem
(Fig. 2a). Nevertheless, compared to non-DIC patients,
DIC patients exhibited a specific MP pattern. Circulating
GPIb-MPs were lower in DIC (p = 0.02 vs. no DIC)
(Fg. 2b). Regardless of the DIC diagnosis, MP release
was directly dependent on the platelet concentration
(7 = 0.24, p < 0.001), while the GPIb-MPs/platelet ratio
remained stable within the nommal range over time
(approximately 2.5 nM/100 G).

At admission, CD11a-MP shedding, reflecting leuco-
cyte activation, was drastically increased in the DIC
group (9.2+87 vs. 45+28nM eq PhudSer,
p =002, Fg. 2¢) while the leucocyte count was similar

Dic

in both subsets. During the follow-up period, the CD11a-
MPy¢/leucocyte count ratio remained constant in patients
without DIC (0.4 nM/G) while decreasing from 1.5 nM/G
to baseline values at D7 in patients with DIC (Fig. 2d). At
D7, CDI11a-MP levels remained high in DIC despite
normalisation of leucocyte activation with concomitant
hyperleucocytosis (p < 0.05 vs. no DIC).

Compared to non-DIC patients, CD105-MPs were
dramatically increased (p < 0.001) in DIC patients and
tended to return to baseline at the end of the follow-up
period (p < 0.05) (Fig. 2¢). CD31-MPs, which are more
indicative of endothelial cell apoptosis, were increased to
the same extent in DIC and non-DIC patients, and
remained high at D7 (Fig. 2f). Nevertheless, one-way
analysis showed that CD31-MPs were significantly lower
in DIC patients at D1 (1.1 & 1.2 vs. 1.6 + 2.0 nM eq.
PhidSer. p < 0.001). Interestingly, compared to untreated
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DIC patients, those treated by activated protein C
[drotrecogin alfa (activated)] exhibited reduced circulat-
ing levels of CD105-MPs (40 £ 3.8 vs. 1.3+ 1.1 1M
eq. PhudSer, p < 0.001) and CD31-MPs (1.4 + 1.9 vs.
1.0 + 1.3 nM eq. PhudSer, p = 0.06) at D3. Fresh frozen
plasma, platelet concentrate, unfractionated or low
molecular weight heparin and renal replacement therapy
did not significantly alter leucocyte- and endothelial cell-
derived MPs (data not shown). Of note, ISTH DIC scor-
ing did not impact these results (see supplementary data).

The time course of cell activation during septic shock-
induced DIC

Patients who met the DIC criteria during the first 24 h
(DIC at D2) were characterised by a mixed pattern at
admission. They had moderately increased D-dimers in
the same range as non-DIC patients (Fig. 3a). The
platelet count was lower than that observed in non-DIC
patients, but still above the cutoff value of JAAM (or
ISTH) DIC scores (Fig. 3b). Soluble GPV (sGPV),

Fig. 3 Time course of cell a
activation and haemostasis
activation during septic shock.
Results are shown in white (no
DIC). light grey (meeting DIC
criteria at D2) or grey (DIC)
whisker boxes (horizontal line
inside box median, upper and
lower box limits 25-75th
percentiles and T-bars 10-90th
percentiles, respectively).

?
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assessed as another indicator of platelet activation by
thrombin, confirmed low platelet activation with a
sGPV/platelet ratio in the normal range (Fig. 3¢). Nev-
ertheless, compared to non-DIC patents, patients who
met the DIC criteria at D2 presented an enhanced
inflammatory burst (see supplementary data) with
increased thrombin generation (prothrombin FI1+2,
Fig. 3d) and endothelial cell (CD105-MPs and sE-
selectin) and leucocyte activation (p < 0.05 vs. no DIC,
Fig. 3¢, f and see supplementary data). At D3, these
patients clearly had DIC, with increased D-dimers and a
low platelet count, and platelet activation was obvious
(Fig. 3a-c). Endothelial cells and leucocytes still
remained activated (Fig. 3e, f).

Microparticles may help towards early DIC
assessment
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analysis in onder to explain eady DIC occurrence.
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Table 2 Multiple logistic regression at admission (early DIC vs. no
DIC)

Parameter Odds-ratio 95 % confidence  p value
interval
CD105-MPs 6.55 [2.54-16.92) <001
CD31-MPs 049 [0.26-0.94] 0.03
Factor V 097 [0.95-0.99] 0.02
Fibrin monomers 1.0 [1.00-1.02) 0.06
Prothrombin 1.00 [1.00-1.00] 0.09
fragment 142

PAI-1. AT. PC, sE-selectin, sP-selectin. CD1 la-MNbaoocye
ratio, IL-6, IL-10, MCP-1 and TNFx were not significantly asso-
ciated with DIC

CD105-MPs, CD31-MPs, factor V, prothrombin F1+2
and fibrin monomers were associated with DIC
(Table 2). In this model, PAI-1, AT, PC, sE-selectin,
sP-selectin, CD11a-MPs/leucocyte ratio, IL-6, IL-10,
Lf:CP-l and TNFa were not significantly associated with
DIC.

Discussion

In septic shock, vascular injury is central and is prompted
by different actors with overlapping kinetics, leading to
difficulties in the deciphering of a sequential order [25].
Despite biological criteria and scores, ultimate dissemi-
nated intravascular coagulopathy is difficult 1o assess
clinically [26, 27). As the inflammatory cascade repre-
sents the main limitation of the ISTH overt score, the
JAAM score could be more helpful in DIC detection (9,
28, 29]. Nevertheless, we found that at D1, DIC scoring
had no effect on the outcome of the analysis of the var-
iation in biomarkers, including MPs,

According to the DIC scoring criteria, we report a high
incidence of “early” DIC diagnosed duning the first 24 h
and encompassing about 40 % of patients with septic
shock. As previously reported, early DIC is strongly
associated with septic shock severity (SAPS II) and organ
failure (SOFA), but not with mortality [30). From the
present standpoint of haemostatic activation/deregulation
during sepsis, one could consider a more dynamic
imbalance evolving over time in patients meeting DIC
criteria. Thus, the present prospective study was designed
to evaluate the association between procoagulant MPs and
DIC occurrence during the time course of septic shock.
Our data confirm specific vascular damage whereby
endothelial cell and leucocyte impainment subsequently
evolves to deregulated thrombin generation and to DIC,
despite therapeutic intervention. In a cell-based model of
haemostasis, DIC may not only be viewed as a coagula-
tion disorder, but also as a delayed symptom of emerging
systemic vascular inflammatory disease (2, 4].

The possibility of MP-driven coagulation is supported
by the reported role of MPs in meningococoemia [31] or
by the dissemination of a procoagulant signal to neutro-
phils and platelets [32]. Our data evidenced elevated
levels of total MPs in septic patients and a concomitant
rise in prothrombin F14+2, which is highly suggestive of
an MP-driven activated coagulation pathway. Indeed,
PhtdSer-MPs constitute an additional catalytic surface for
blood coagulation that could partially compensate for the
low platelet count observed during DIC. A recent report
of thrombin generation triggered by platelet-MPs in an

FVII-independent but FXII-dependent manner [33) raises
the likelihood of a particular platelet contribution in
increasing thrombin generation. Our observation of
delayed platelet activation may reflect the presence of
thrombin as the main agonist while GPVI activation by
sub-endothelial collagen is not predominant [34).

In view of the present data, MPs appear to behave as
vascular effectors in the course of sepsis and DIC. Mul-
tivaniate analysis of the MP phenotype at D1 evidenced a
particular pattemn that indicates an evolution to DIC
whereas routine laboratory tests failed to identify patients
with an “intermediate™ platelet count range and elevated
prothrombin F142. Furthermore, as platelet activation is
not yet detectable by sGPV/platelet and sP-selectin/
platelet ratios, which remain low at D1, the MP pheno-
type pattem appears to be more informative with a
characteristic drop in platelet-derived GPIb-MPs follow-
ing a drop in platelets and a rise in leucocyte-denived
CDI11a-MPs and endothelial-derived CD105-MPs. Alto-
gether, data from the present and other studies tend to
draw a picture of DIC genesis during septic shock sup-
ported by endothelial injury after an inflammatory burst,
with leucocyte recruitment [25). Indeed, our data confirm
that the very initial high levels of cytokines and chemo-
kines prompt endothelial and leucocyte activation prior to
septic shock-induced DIC [35].

Our study also indicates that MPs are a valuable tool
for the detection of late cell events in the time course of
sepsis. We evidenced an original specific drop in CD105-
MPs values, which returned to normal range at D7 in DIC
patients. These MPs could prove to be a better indicator
than CD31-MPs in the monitoring of endothelial damage-
driven DIC over time.

According to the Bradford-Hill criteria, causation
requires temporality. From the present standpoint, endo-
thelial and leucocyte activation precedes DIC diagnosis
with CD105-MPs appearing to be the best predictor [36).
Furthermore, microparticle clearance from plasma is not
clearly demonstrated, although their pharmacological
modulation could constitute a reasonable challenge [18,
37). while the implication of CD103 is of interest in the
context of septic shock-induced DIC. Of note, patients
treated in the present study with drotrecogin alfa (acu-
vated), known to have cytoprotective effects [38), had
significantly lowered CD105-MPs at D3.
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Finally, we highlight that routine haemostatic assays
could be combined with MPs as indicators of endothelial
cell and leucocyte involvement during septic shock.
Using this approach, three groups of patients as opposed
to two could be identified: (1) patients with low-grade
vascular injury and controlled thrombin generation (no
DIC), (2) patients with inflammatory burst, endothelial
cell and leucocytes activation but with stillcontrolled
thrombin generation who meet the DIC criteria at D2
fonly 10 patients in our cohort) and (3) patients with
endothelial and leucocyte activation resulting in deregu-
lated thrombin generation and high-level fibrinolysis who
meet the DIC criteria. We suggest that our preliminary
results of MP pattems could help clinicians to improve
carly DIC assessment in order to allow a better stratifi-
cation of patients treated for septic shock in future clinical
trials. Thus, a new cohort is warranted to establish a new
combined cell-based and routine clotting time score to
diagnose eady vascular injury during septic shock.
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Patients and methods

Patients

Care was provided without specific therapeutic intervention. All patients recerved
norepmephrine or epinephnne infusion after fluid challenge with crystalloids or 4% gelatines:
hydroxyethyl starch was avoided and 20% human serum albumin use was restricted to low
albummemaia (<20 g/L). Hydrocortisone hemisuccinate (200 to 300 mg per day) was added 1f
norepmephrnine infusion was greater than 0.5 pg/kg/min after the sixth hour following
admission. Fresh frozen plasma was transfused whenever required to maintamn prothrombin
time (expressed in percentage) and/or factor V (FV) above 30%. Antithrombin (Aclotine®,
LFB, Les Ullis, France) or activated protein C (drotrecogin alfa [activated]. X.ig'iso, El Lilly
Inc.. Indianapolis. IN) were used according to guidelines in 3 and 16 patients respectively.
Unfractionated or low molecular weight heparin was infused to prevent thromboembolic
event and allow anticoagulation of renal replacement therapy circuit. Platelet transfusion was
avoided as long as overt bleeding was not present (Table I).

No difference for tobacco use (p=0.06). chronic obstructive pulmonary disease. diabetes
mellitus, cancer, hypertension or 1schemic heart disease could be evidenced between patients
with early or without DIC. Previous treatments by anti-platelet therapy (about 25% of

patients), vitamin K antagonists (14%) and/or heparin (8%) were similar in both groups.

Reagents

Haemostasis parameters were analysed using commercial reagents from Stago (Asniéres.
France), except prothrombin F1+2 from Siemens (Marburg. Germany). Anti-CD105-Bi
antibody was from R&D Systems (Minneapolis. MN. USA). anti-CD62E-B1 from (Ancell.

Bayport. MN, USA). anti-CD31-B1 from CALTAG (Carlsbad. CA. USA). anti-CD11a-B1 and
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i1sotypic controls from Leinco (St Louss, MO. USA). Anti-GPIba antibody was a gift from F.
Lanza (EfS Alsace, Strasbourg. France). Biotinylated-annexin-5 was prepared in our
laboratory. PPACK and Dns-GGACK were from Merck (Dammstadt. Germany) and
phospholipids for liposomes (PhtdSer and PhtdChol) from Larodan (Malmé, Sweden).
Human Factors (F)Va (American Diagnostica, Stamfort, USA), FXa (Biogenic. Perols,
France). FII (Hyphen BioMed, Neuville sur Oise. France) and fluorochrom probe

(pNAPEP0216) was from Cryopep (Montpellier, France).

Blood collection and laboratory analysis

Fifteen mallilitres of blood were collected on sodmum citrate (0.139 M) and immediately
centrifuged twice at 4.500 x g duning 15 min. to obtain platelet poor plasma (PPP), frozen at —
80°C before analysis.

Haemostasis was analysed on STA-R® Evolution (Stago) with regular commercial reagents:
prothrombin time (PT), factor V (FV). activated partial thromboplastin time (aPTT),
fibrinogen (Fg). D-dimers (DD1), antithrombin (AT). protemn C (PC) and fibrin monomers
(FM). Prothrombin fragment 1+2 (F1+2) were quantified with commercial ELISA kit
Enzygost® F1+2 and soluble platelet glycoprotein V (sGPV) by ELISA (Asserachrom® sGPV,

Stago). Platelet and leukocyte counts were obtained from medical reports.

Microparticle analysis

Protease inhibstors (50 uM PPACK + 50 uM Dns-GGACK) were added to poor platelet
plasma. MPs were measured by prothrombinase assay after capture onto msolubilised
annexin-5 or biotynilated antibodies to determine their cell origin by using a covalently coated
streptavidin multi-well plate (Roche. France) as previously reported. To circumvent a possible

mterference of plasma protemns leading to negativity for insolubilised ligand, MPs were
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1solated and washed in TBS containing 3% w/v human serum albumin (LFB, Les Ulls,
France) by a double step centrifugation (60 min.. 12,000 x g) before the capture step. The
samples containing MPs were distributed (100 uL/well) and incubated for 30 min at 37°C.
After three washes, the amount of insolubilised MPs was measured by prothrombinase assay
where PhtdSer 1s the limiting factor of the reaction leading to thrombin generation. MPs were
further quantified by prothrombinase assay that detect PhtdSer exposed at MP surface using a
microtitration thermostated spectrophotometer equipped with kinetics software (VersaMax
Molecular Device. Wokingam Berkshire, UK). In this functional assay. blood clotting factors
(106 pM FXa, 250 pM FVa and 3.5 uM FII) and calcium (2.2 mM CaCl,) concentrations are
set to ensure that PhtdSer 1s the rate-limiting parameter in the generation of soluble thrombin
from prothrombin. pNAPEP0216 1s used for kinetic thrombin quantification over 3 min. and
results were expressed as nanomolar PhtdSer equivalent (nM eq. PhtdSer) by reference to a
standard curve established with liposomes of known composition (33% w/w PhtdSer and 67%

w/w PhtdChol) and concentration.
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Results

Haemostasis and septic shock

Interestingly. routine clotting times were improved in septic shock time-course both DIC and
non-DIC patients (data not shown). Nevertheless, AT, PC and t-PA recovery was delayed
(Fig. 4a-c). Platelet activation followed a unique pattern 1n DIC patients, reaching a peak at
D3 then returning to the baseline value at D7 (Fig. 4d-e). Inflammatory cytokines and
chemokines were dramatically increased in DIC patients compared to non-DIC patients. but

remained elevated at D7 in both groups (Fig 4f-g).

Impact of DIC scoring systems

At admission, Cohen's kappa coefficient (a statistical measure of inter-rater agreement)
between JAAM 2006 and ISTH was 0.71 (good). According to ISTH “overt” DIC score, 41
patients had early DIC (35 at D1 and 6 at D2). Among them, 34 had also early DIC according
to JAAM. We did not observe any differences at D1 in D-dimers, Fibrin monomers,
Prothrombin F1+2 levels according to ISTH “overt” versus JAAM scores 1n no DIC patient or
in DIC patients (data not shown).

Time-course of CD105-MPs, CD11a-MPs/leucocyte ratio., CD31-MPs and sGPV/platelet

ratio as well as mortality were similar (Fig. 5).

154



Figure legends

Fig. 4 Time-course of haemostatic and mflammatory parameters in DIC and non-DIC patients
Results are shown mn white (no DIC) or grey (early DIC) whisker boxes (horizontal line inside
box median. upper and lower box limits 25-75 percentiles and T-bars 1090 percentiles
respectively). Dashed lines correspond to reference values. Statistical analyses represent
differences of repeated measurements between patients with early or without DIC (DIC vs. no
DIC) and differences of time-dependent evolution duning ICU stay (days 1. 3 and 7 when
available). a. Antithrombin: b. Protemn C: c. tissue-type Plasminogen Activator (t-PA); d.
Soluble P-selectin/platelet ratio (sP-Sel/platelets): e. Soluble platelet glycoprotein V/platelet
ratio (sGPV/platelet). f. Interleukin-6 (IL-6). g. Tumor Necrosis Factor a (TNF-a): h.

Monocyte Chemotactic Protemn-1 (MCP-1).

Fig. 5 Time-course of platelet-, leucocyte-. endothelial cell-derived microparticles and platelet
activation regarding ISTH “overt”™ DIC versus JAAM 2006 DIC diagnoses

Results are shown mn white (no DIC) or grey (early DIC) whisker boxes (horizontal line inside
box median. upper and lower box limits 25-75 percentiles and T-bars 10-90 percentiles
respectively). Dashed lines correspond to represent reference values. Statistical analyses
represent differences of repeated measures between patients with early or without DIC (DIC
vs. no DIC) and differences of time-dependent evolution during ICU stay (days 1, 3 and 7
when available). Results are 1n nanomolar equivalent phosphatidylserine (nM eq. PhtdSer) by
reference to a standard curve established with liposomes of known composition and
concentration. JAAM 2006 DIC score: a. Endothelial cell-denived CD105-MPs: b. CD11a-
MPs to leucocyte ratio (CD11a-MPs/Leucocytes); ¢. Endothelial cell-derived CD31-MPs: d.

soluble platelet glycoprotein V to platelet ratio (sGPV/platelet); ISTH 2001 “overt” DIC
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scaore: e. Endothelial cell-dennved CD105-MPs; f. CD11a-MPs to leucocyte ratio (CD11a-
MPs/Leucocytes); g. Endothelial cell-derived CD31-MPs: h. soluble platelet glycoprotein V

to platelet ratio (sGPV/platelet).
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Fig 5.
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Table 3 DIC sconing, microparticles and haemostasis at admission (D1)

Normal No DIC DIC (N=40)

Range (N=52) (N=10)* (N=30)"

JAAM 2006 score

Atday 1 <4 21205  27:05°  58+16®
At day 2 <4 2106 5412 5216
ISTH 2001 “overt” score

Atday 1 <5 34209° 43+17 53+16"
Atday2 <5 3.0£09%*  52+09* 50=14°

Microparticles (nM eq. PhtdSer)

Anx-A5 (Total) 49:20 140+77 143276  161:97
GPIba (Platelet) 35:22 6.6:64" 43:41 25+3.1°
CD11a (Leucocytes) 32:22 45:228° 5939  103:116"
CD31 (Endothelium — apoptosis) 0101 16220 1211 11212
CD105 (Endothelium — activation) 04203 0806  18:17* 27+24°
CD62E (Endothelium — activation) 0000 0001 0.0+0.1 0309
Hemostatis

Leucocytes (G/L) [42-107] 16.0=95  92«115  16.1=159°
Platelets (G/L) [150-400] 275:130%* 213:=178*%  94:88"
Prothrombin Time (%) [70-120]  45=19° 36=16 35:17*
Fibrinogen (g/L) [20-40] 58«19 53226 46222
D-Dimers (mg/L) [<04]  45:43° 45:35°  144273%
Antithrombin (%) [70-130] 8237 72+31 56+38*
Protein C (%) [70-130]  57=30° 4523 34:20°

159



Fibrin Monomers (mg/L) [<10] 2950 32+40 84:73"
Prothrombin fragment 142 (umol/L)  [70-230] 508:409*  923:47*  651=416
Soluble glycoprotein (GP)V (ug/L) [10-60] 4733 28+11 49+36
sGPV/ platelets (ug/G) [02:01] 02:02°  02:01°  09:12%
t-Plasminogen Activator (ug/L) 2:14 134+144 2662263 156=174
Plasminogen Activator Inhibitor (ng/L)  [<10] 348258 52.3:368  39.9:235
sE-selectin (ug/L) [100s35] 472:522% 1007:1095* 1144:1525°
sP-selectin/platelets (ug/G) [0.5:0.1] 08=08° 06205  33257%
Cytokines and chemokines

Interleukin-6 (ug/L) [<0.005] 38:65* 145:89*% 61:80°
Interleukin-10 (ug/L) [<001] 55+127% 381+592* 361+598"
Tumor Necrosis Factor o (ng/L) [<4]  1572212*  348:251* 2502279
Monocyte Chemotactic Protein-1(ug/L) [1.0:0.3] 118104 246=113* 177=115"

*Patients meeting DIC criteria at D2 (no DIC at D1): "Patient having DIC criteria at D1 (DIC)

*p<0.05 no DIC vs. meeting DIC criteria at D2; *p<0.05 no DIC vs. DIC: "‘p<0.05 DIC vs.

meeting DIC critenia at D2
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Article 4

Pharmacological modulation of procoagulant microparticles improves haemodynamic

dysfunction during septic shock in rats.

Boisramé-Helms J, Delabranche X, Degirmenci S.E, Zobairi F, Berger A, Meyer G, Burban M

Mostefai H.A, Levy B, Toti F, Meziani F.

Thrombosis and Haemostasis. (2014) 10;111, 154-164
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Le quatriéme article de cette thése a exploré I’intérét de la modulation pharmacologique des MPs par
la protéine C activée (PCa), afin de déterminer la place des MPs comme cibles thérapeutiques
potentielles au cours du choc septique.

La protéine C est une sérine protéase plasmatique, vitamine K-dépendante, qui posséde des propriétés
anticoagulantes en présence de thrombine et de son cofacteur, la thrombomoduline, lorsqu’elle est liée
a son récepteur endothélial EPCR. Une diminution de la génération de protéine C peut étre
consécutive a ’effet de cytokines pro-inflammatoires, comme le TNF-a par réduction de I’activité de
la thrombomoduline. L utilisation de la PCa recombinante comme traitement induit la génération de
MPs endothéliales porteuses d’une forme biologiquement active du récepteur de la protéine C activée.
Ainsi, les MPs générées pourraient avoir un effet bénéfique dans le choc septique en diminuant la
réponse inflammatoire, mais aussi en modulant la réponse hémostatique. En effet, ces MPs montrent
des propriétés anticoagulantes, permettant de retarder la formation de thrombine et pourraient ainsi
permettre de restaurer ’équilibre entre systéme pro- et anti-thrombotique et donc d’éviter le
déclenchement de CIVD.

L’objectif principal de ce travail est d’étudier les mécanismes par lesquels les MPs participent a la
dysfonction hémodynamique qui caractérise le choc septique et d’établir I’effet de leur modulation

pharmacologique par la PCa recombinante.

Dans un mode¢le de choc septique par péritonite chez le rat, une fois le choc septique installé, les rats
étaient sédatés, ventilés et réanimés (remplissage vasculaire et noradrénaline) afin d’atteindre un
objectif de pression artérielle moyenne et traités par la PCa en intraveineux continu durant 4h. Les
MPs issues de rats en choc septique ou sham ont ensuite été inoculées a des rats « receveurs » sains et

la réponse hémodynamique, le stress oxydant et la génération de MPs évalués chez les receveurs.

Nous avons tout d’abord mis en évidence une modification majeure du profil phénotypique des MPs
circulantes chez les rats septiques, avec l’augmentation significative des concentrations en MPs

leucocytaires, plaquettaires et endothéliales (respectivement multipliées par 9, 4 et 3). Le traitement
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par PCa réduit significativement la concentration de MPs leucocytaires plasmatiques et la dose de
noradrénaline nécessaire pour atteindre les objectifs de pression artérielle moyenne fixés pour la
réanimation.

L’inoculation de MPs de rats septiques aux receveurs sains, a des conséquences hémodynamiques
spécifiques selon le traitement initial du rat donneur. Ainsi, les MPs de rats septiques non traités,
réduisent significativement la pression artérielle moyenne des rats receveurs sains (PAM 83 £ 9 vs.
120 £ 6 mmHg, 4h aprés I’inoculation des MPs, p<0,05), reproduisant ainsi le profil hémodynamique
du choc septique (contrairement aux MPs de rats traités par PCa).

Pour expliquer ces effets hémodynamiques, nous avons exploré différents mécanismes intervenant
dans la physiopathologie du choc septique en quantifiant le thromboxane A2, un puissant
vasoconstricteur, 1’activité PCa et en étudiant des protéines d’intérét dans I’inflammation et le stress
oxydant par résonnance paramagnétique électronique. Les MPs circulant chez les rats septiques traités
par PCa, comparées a celles des animaux non traités, présentent un contenu en thromboxane A,
significativement supérieur (77,1 + 11,4 pg/mL vs. 39,8 + 4,5 pg/mL, p<0,05) et véhiculent une
activité PCa plus importante (15,3 + 1,6 vs. 4,4 + 0,5 mOD/h par 0.1 pmol de MPs totales, p<0,05).
De plus, I’inoculation de telles MPs a des receveurs sains est responsable d’une diminution de
I’activation des NF-kB et COX-2 artériels et d’une diminution de la génération de iNOS pro-
inflammatoire. Enfin, cette inoculation modifie le phénotype des MPs chez les rats receveurs, avec
une augmentation significative du taux de MPs plaquettaires (4,5 £ 1,3 vs. 3,0 £ 0,9 nM, p<0,05) et
endothéliales (2,7 £ 1,5 nM vs. 1,3 £ 1,2 nM, p<0,05), confirmant ainsi que les MPs sont des cibles

pharmacologiques.

En conclusion, nous avons montré dans un modéle animal de choc septique, que 1’augmentation des
concentrations de MPs procoagulantes circulantes est responsable d’effets hémodynamiques délétéres
et qu'un traitement par PCa modifie I'origine cellulaire et les quantités de MPs déversées dans le

sang, limitant ainsi I’inflammation vasculaire et favorisant une amélioration de la pression artérielle.
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Summary

Circulating microparticles play a pro-inflammatory and procoagulant
detrimental role in the vascular dysfunction of septic shock. It was the
objective of this study to investigate mechanisms by which a pharma-
cological modulation of microparticles could affect vascular dysfunc-
tion in a rat model of septic shock. Septic or sham rats were treated by
activated protein C (aPC) and resuscitated during 4 hours. Their micro-
particles were harvested and inoculated to another set of healthy re-
dpient rats. Haemodynamic parameters were monitored, circulating
total procoagulant microparticles assessed by prothrombinase assay,
and their cell origin characterised. Mesenteric resistance arteries,
3orta and heart were harvested for western blotting analysis. We
found that a) the amount and phenotype of dirculating microparticies
were altered in septic rats with an enhanced endothelial, leucocyte
and platelet contribution; b) aPC treatment significantly reduced the
generation of leucocyte microparticles and norepinephrine require-
ments to reach the mean arterial pressure target in septic rats; ¢
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Introduction

Septic shock is a systemic inflammatory syndrome leading to pro-
found cell activation and multiple organ failure. Cytotoxic dam-
ages induced by infectious agents or derived products combine an
intense systemic inflammation and a procoagulant and anti-fibri-
nolytic state and lead to cardiovascular dysfunction (1). The en-
dothelium becomes pro-adhesive, pro-inflammatory and pro-
thrombotic, promotes uncontrolled thrombin generation, micro-
thrombi and disseminated intravascular coagulation (DIC) (2).
Persistent hypotension and the occurrence of DIC in septic shock
are precursors of vascular obliteration and multiple organ failure
(3), leading to death within a few hours or days (1).

© Schattauer 2014
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Micropartides from untreated septic rats, but not from aP(-treated
ones, significantly reduced the healthy recipients’ mean arterial press-
ure; d) Microparticie thromboxane content and aPC activity were sig-
nificantly increased in aPC-treated septic rats. In inoculated naive re-
cdipients, microparticles from aPC-treated sepfic rats prompted re-
duced NF-xB and cyclooxygenase-2 arterial activation, blunted the
generation of pro-inflammatory INOS and secondarily increased pla-
telet and endothelial microparticies. In condlusion, in this septic shock
model, increased circulating levels of procoagulant microparticles led
t0 negative haemodynamic outcomes. Pharmacological treatment by
aPC modified the cell origin and levels of circulating microparticies,
thereby limiting vascular inflammation and favouring haemodynamic
improvement.

Keywords
Activated protein C, haemodynamic dysfunction, inflammation, micro-
particles, septic shock
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During septic shock, membrane remodelling and micropar-
ticles (MPs) shedding may mirror cell activation. MPs are plasma
membrane submicronic fragments released into the extracellular
space after membrane remodelling in response to several agents,
like oxidative stress or pro-inflammatory mediators (4). MPs be-
have as cellular effectors conveying cell-to-cell biological signals
(5, 6). They bear the membrane characteristics of their parental
cell allowing the determination of their cellular origin. Recent in
vifro and in vivo data suggest that MPs may participate in the pa-
thogenesis of sepsis in multiple ways (7). They are able to regulate
vascular tone and are potent pro-inflammatory and procoagulant
vascular mediators (8, 9). In addition, vascular MPs exhibit dual

procoagulant properties. They bear phosphatidylserine (PhtdSer),
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a procoagulant phospholipid, that constitutes an additional cata-
Iytic surface for the assembly of coagulation factors (10, 11). When
derived from monocytes or endothelial cells, they can express tis-
sue factor (TF), the cellular initiator of coagulation. Circulating
MPs take part in numerous amplification loops contributing to
thrombin generation and are able to transfer active TF to neigh-
bouring cells (12). Platelet-derived microparticles (GPIba-MPs)
have been shown to increase thrombin generation after activation
of factor (F)XI by thrombin, independently of the presence of the
initiator complex TF-FVIIa (13).

Protein C is a vitamin K serine protease playing a key role in
coagulation regulation. Activated protein C (aPC) inactivates FVa
and FVIIa in a negative feedback loop. The activation of circu-
lating protein C requires the presence of two receptors at the en-
dothelial cell surface: the endothelial protein C receptor (EPCR)
and the thrombomodulin that modifies thrombin substrate spe-
cificity from fibrinogen to protein C (14). Thus, thrombin switches
from a procoagulant to an anticoagulant activity through the acti-
vation of EPCR-bound protein C. In septic shock, pro-inflamma-
tory cytokines, such as tumour necrosis factor alpha (TNF-a), re-
duce thrombomodulin activity and consequently aPC generation
(1). Many reports suggest that recombinant human aPC may de-
crease the inflammatory response and control haemostasis via di-
rect anticoagulant properties (15-17), thereby potentially prevent-
ing the onset of DIC (18).

However in the last decade, aPC has been shown to have cyto-
protective properties and EPCR appears to be a major regulator of
aPC function. Indeed, effects of cytoprotective-selective aPC mu-
tants were evidenced in sepsis as well as in inflammation models
(19), while anticoagulant-selective mutants were beneficial in
thrombosis models (20). aPC cytoprotective effects require colo-
calisation with thrombin receptor PAR-1 and target apoptosis, in-
flammation, and cell barrier function (21-23). Recent data suggest
a tight regulation of signalling pathways between thrombin and
aPC activation of PAR-1 at the endothelial cell surface that modu-
lates proinflammatory or cytoprotective responses (24). Interest-
ingly, aPC was also shown to favour the generation of endothelial
MPs bearing the active form of EPCR (25, 26).

The purpose of this study was to assess the MP-driven cardio-
vascular consequences of septic shock and their pharmacological
modulation by human recombinant aPC, in order to establish
whether MPs could constitute a therapeutic target.

Materials and methods
This study was performed with the approval of the Strasbourg Re-
gional Committee of Ethics in Animal Experimentation (CRE-
MEAS, AL/04/05/02/12).

Male Wistar rats (300-350 g) were used for all experiments. In
a first set of experiments, septic rats secondary to a caecal ligation
and puncture (CLP) and control rats (sham) were treated with
0.9% sodium chloride (NaCl 0.9%) or aPC (recombinant human

aPC, drotrecogin alfa activated, Eli Lilly, Indianapolis, IN, USA)

Thrombosis and Haemostasis 111.1/2014

(16 rats/group) and MPs were collected. In a second set of experi-
ments, these MPs were inoculated to healthy rats.

During surgical procedures, rats were anaesthetised with iso-
flurane 1-2% (Baxter S.A.S, Maurepas, France) and analgesia was
ensured by sufentanil (Mylan, Pittsburgh PA, USA) (0.1 pg/kg of
body weight) administered subcutaneously. If necessary, inhaled
anaesthesia was increased and sufentanil was reinjected (0.1 pg/kg
of body weight; up to 0.5 pg/kg). Before skin incision, a subcu-
taneous injection of 0.1 ml lidocaine 1% (AstraZeneca, Rueil-
Malmaison, France) was performed.

Caecal Ligation and Puncture Model

Rats underwent caecal ligation and puncture (CLP) as previously
described (27). Briefly, after shaving and under aseptic conditions,
a 3-cm midline laparotomy was performed to allow exposure of
the caecum. The caecum was partially ligated, perforated with an
18-gauge needle and gently squeezed to extrude a small amount of
faeces from the site. The caecum was then returned
into the peritoneal cavity and the laparotomy was closed with 4.0
silk sutures. Before housing in their cages with free water and food
access, all rats received a subcutaneous injection of NaCl 0.9% (30
mi/kg of body weight). Septic shock occurred within 16-20 hours
(h) after CLP and was considered established on the basis of clini-
cal criteria (lethargy, piloerection and glassy eyes). Sham rats
underwent laparotomy and caecal exposure without further ma-
nipulation {» Figure 1).

Monitoring of septic rats, aPC treatment and blood
harvesting

Once septic shock was established, rats were anaesthetised and an-
algesia was ensured as described above. Animals were tracheoto-
mised and lungs ventilated throughout the experiment. The venti-
lator (Harvard Rodent Ventilator 683, Harvard Instruments, South
Natick, MA, USA) was set to maintain a PaCO, of 40 mmHg and
oxygen was added to maintain a PaO, of 100 mmHg. The right ca-
rotid artery was gently exposed and a transit-time ultrasound flow
probe of 2.0 mm (Transonic Systems, Ithaca, NY, USA) was at-
tached to it to continuously measure carotid blood flow (CBF).
The left femoral artery was exposed and used to measure mean ar-
terial pressure (MAP) and heart rate (HR) and to collect blood
samples. The rectal temperature was continuously monitored. Hy-
dration was ensured by an intravenous continuous infusion of
0.9% sodium chloride at 0.8 mi/h.

After the surgical procedure, animals were allowed to stabilise
for 30 minutes (min). Septic shock was further confirmed with a
MAP below 90 mmHg and an elevated plasma lactate level (> 2
mmol/l). Rats were thereafter infused at identical rates with rec-
ombinant human aPC (33 pg/kg/h) or 0.9% sodium chioride.
Fluid resuscitation of CLP rats was performed by a bolus of 0.9%
NaCl (500 yl every 10 min when needed) and norepinephrine was
infused to target a MAP above 100 mmHg. After 240 min treat-
ment, rats were bled via the left carotid artery under sterile condi-
tions and blood was anticoagulated using 129 mM sodium citrate
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Sham or septic MPs generation Sham or septic MPs inoculation to
healthy recipient rats (R-rats)
. Sedation, Sedation,
- Sham rats ventilation and ventilation and
- CLP rats , Mmonitoring -MPs harvesting | | monitoring - MPs harvesting
P——————- 1 - Quantification | | |  Quantification
HO H1g Ireatment: H22 - Phenotyping Wo  Ireatment: Ha - Phenotyping
-aPCor - Hydration
NaCl 0.9% \
Fluid challenge
- Norepinephrine

Figure 1: Protocol design. Left panel: in a first set of experiments, CLP rats
were treated during 4 h with aPC or vehicle (0.9% sodium chloride) and re-
suscitated using fluid challenge and norepinephrine to target a MAP value
over 100 mmHg. MPs were collected at the end of the monitoring. Right
panel: in a second set of experiments, concentrated and washed MPs were

tubes (Vacutainer™, Becton Dickinson; Le Pont de Claix, France).
The presence of caecum necrosis and intra-abdominal pus was
systematically checked. In sham rats, the absence of intra-abdomi-
nal infection was also systematically checked (» Figure 1).

Constitution of concentrated MP pools from septic
and control rats

Four different pools of concentrated MPs were each made out of
16 different individuals of one specific subset: aPC
treated or untreated CLP rats (CLP-aPC and CLP-NaCl) and sham
counterparts (sham-aPC and sham-NaCl). MPs were isolated by
differential centrifugations. Briefly, blood samples withdrawn
from each subset of rats were centrifuged for 15 min at 800 x g to
obtain platelet-rich plasma (PRP) that was immediately submitted
to additional 2 min centrifugation at 12,000 x g. Recovered pla-
telet-poor plasma (PPP) was further centrifuged at 12,000 x g for
60 min to pellet MPs. MP pellets were washed and concentrated in
Hanks Balanced Saline Solution (HBSS) without calcium or mag-
nesium after 1 h centrifugation at 12,000 x g. Final washed pellets
were re-suspended in 500 ul of 0.9% NaCl and kept at 4°C for less
than two weeks. All manipulations were performed under sterile
conditions.

Monitoring of naive recipient rats inoculated with
washed MP concentrates

Healthy recipient rats, further referred to as “R-rats”, were anaes-
thetised and analgesia was ensured as described above. After 30
min of stabilisation, animals were randomly allocated to four
groups (CLP-aPC-R, CLP-NaCl-R, sham-aPC-R and sham-
NaCl-R) and inoculated with MPs collected from aPC treated or
untreated CLP rats and their sham counterparts. The operators
were blinded for MP administration. An identical amount of total
MPs was infused to each individual, corresponding to the mean

© Schattauer 2014

inoculated to healthy recipient rats (R-rats). R-Rats were monitored during 4
h and received only hydration. At the end of the record, blood samples, the
MRAs and heart were harvested. Circulating recipients’ MPs were quantified
and their cell origin determined. aPC: activated protein C, CLP: caecal ligation

value of circulating MPs in one CLP-NaCl rat. A total of 10-12 rats
were inoculated in each subset. Rats were monitored as described
above and haemodynamic parameters recorded during 4 h. There-
after, rats were bled and mesenteric resistance arteries (MRAs),
aorta and heart were collected, quickly frozen and stored at -80°C
for further western blot analyses (» Figure 1).

Microparticle quantification and characterisation of
their cell origin

Total MPs in plasma or pellet suspensions were assessed after cap-
ture onto biotinylated annexin-5 insolubilised on covalently coated
streptavidin multi-well plates (Roche, Paris, France) as described
elsewhere (21). MP samples (100 ul/well) were incubated for 30
min at 37°C. After three washing steps, the amount of insolubi-
lised MPs was measured by prothrombinase assay in standardised
medium containing human coagulation factors (1.2 pM FII, 33.3
pM FVa, 11.2 pM FXa, 2.2 mM CaCl,). Variations of absorbance of
pNAPEP0216, a thrombin chromogenic substrate (1.52 mM final
concentration, Cryopep, Montpellier, France), were detected in
kinetic mode using a thermostated spectrophotometer set at 405
nm (VersaMax Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). The ab-
sorbance values were converted into nanomolar phosphatidylser-
ine equivalent (PhtdSer eq.) by reference to a calibration curve
using synthetic vesicles (33% w/w PhtdSer and 67% wiw
PhtdChol). In the prothrombinase assay, PhtdSer exposed by MPs
is the rate limiting factor of the reaction leading to thrombin gen-
eration (28).

MP phenotype was assessed using biotinylated monoclonal
antibodies instead of annexin-5. Antibodies (1 pg/well) were di-
rected against characteristic antigens borne by the parental cells:
antl-CDé61 for platelet GPyy, (B;), anti-CD45 for leucocyte, anti-
CD54 for endothelial cells (BioLegend, San Diego, CA, USA) and
anti-glycophorin for erythrocytes (Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, USA). EPCR*-MPs were assessed using a polyclonal
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rabbit antibody against the extracellular domains of EPCR
(FL-238, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany), that
was biotinylated and a polyclonal biotinylated control IgG (Santa
Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany). Prothrombinase assay
was performed as described above. Absorbance values obtained
with irrelevant control antibodies of identical isotype were sub-
tracted from those obtained with the specific antibody. Levels of
endotoxin were assessed in all preparations of MPs with the Limu-
lus Amebocyte Lysate kit QCL-1000 (Linulus Amebocyte Lysate,
Endosafe Products & Services, Charles River Laboratories, LAr-
bresle Cedex, France) and were below the detection threshold
{<0.1 endotoxin units/ml).

Measurement of the aPC activity borne by
microparticles

MP pellets from 300 ul PPP (12,000 x g during | h) were re-sus-
pended in 500 pl HBSS. After centrifugation (12000 x g, 1 h, 4°C),
washed MP pellets were re-suspended in 300 ul HBSS. aPC activity
was measured in 100 ul of the final suspension using a specific
chromogenic substrate pNAPEP1566 (0.75 mM, final concen-
tration, Cryopep, Montpellier, France). Absorbance variations
were measured at 405 nm at 37°C with a thermostated spectrop-
hotometer and expressed as mOD/h (Versamax). Values of aPC
activity in MPs were expressed without normalisation and after
normalisation to the mean concentration of total MPs or endothe-
lial MPs circulating in each rat subset (CLP-aPC, CLP-NaCl,
sham-aPC and sham-NaCl) and expressed in mOD/h per 0.1 pmol
PhtdSer.

Western blot analysis

Tissues from harvested MRAs, aortas and hearts were homoge-
nised in lysis buffer (10 mM Tris-HC, containing 1% sodium
dodecyl sulfate, 1 mM sodium orthovanadate, 2.5 mg/l leupeptin
and 5 mg/l aprotinin, pH 7.4) using an Ultrasonic Processor
(Bioblock Scientific, Hllkirch, France). Lysates were centrifuged at
4°C. Fifty micrograms of supernatant were loaded on 9% SDS-
PAGE gels and allowed to migrate in 192 mM glycine, 0.1% SDS
25 mM Tris buffer at 100 V using a Mini gel protean II system
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Proteins were transferred onto
polyvinylidene difluoride blotting membranes (Immobilon-P,
Millipore, Billerica, MA, USA) during 90 min at 100V, 4°C, in 25
mM Tris, 192 mM glycine buffer containing 10% methanol. Mem-
branes were washed in Tris-buffer saline (10 mM Tris-base, 100
mM NaCl, pH 7.5) containing 1| mM EDTA and 0.1% Tween-20
and further incubated | h at room temperature in 20 mM Tris, 150
mM Na(l, 0.1% Tween-20, pH 8.0, containing 5% skimmed milk.
Immunolabelling was performed by overnight incubation at 4°C
with primary monoclonal IgG, directed against pIxB-a (1/500, Eu-
romedex, Souffelweyersheim, France), NF-xB (1/1,000, Ozyme,
Saint Quentin, France), cyclooxygenase (COX)-1 and COX-2
(1/1,000 Cayman Chemical Co, Ann Arbor, MI, USA), INOS
(171,000, Beckton Dickinson), f-tubulin (1/10,000, Santa Cruz

Biotechnology, Heidelberg, Germany). After three washing steps,
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Table 1: Characteristics of septic and control rats, clinical records
from the onset of septic shock to the end of the experiment and ef-
fect of activated protein C. Septic (CLP-aPC, CLP-NaCl) and control
(sham-aPC, sham-NaCl) rats, were treated by aPC (CLP-aPC, sham-aP() or
0.9% sodium chloride (CLP-NaCl, sham-NaCl). The baseline was recorded 18

Mmmvdum(nﬂmﬂﬁ«)ahmdoﬂhew
(22nd h). MAP: mean arterial pressure, HR: heart rate, bpm: beat per minute,
CBF: carotid blood flow, NE: norepinephrine, BE: base excess, HCO, : bicar-
bonates. n=16 for each subset. Data are expressed as mean =+ SD, p<0.05: *
vs sham-NaCl, & vs sham-aPC, # vs CLP-NaCl, § vs CLP-aPC.

Sham-NaCl Sham-aPC CLP-NaCl  CLP-aPC

Body weight 328:8 3%=4  324:6 328=5
Ll
MAP
{(mmHg) 15=5 110=3 79:3"8& 7H%x3%&
Baseline 11523 114=3 59:6"% 72108
End of ex-
periment
HR {bpm)
Baseline 362=8 M=6 N1:14 38612
Endofex- 37529 34123 35033 6=
periment
CBF
{mi/min) 94:04  85:05 59:04"& 53:06"%&
Baseline 64205 66203 43:04"% 48:04"%
End of ex-
periment
NaCl{mih) 0920 09=:0 31202%& 25:03"%&
NE 00:00 0000 78:04"88 33:07"a&
{pg/kg/min)
BEmM) 05:02 02:03 -46:02"& -65:17&#
HCO* (mM) 244203 238202 176=05'8 167=16"%
Lactate 1412010 1412010 481:030"& 535=120"%
{mmolfl)
Survival 40=0 400 17615 21314
{min)
Death 0 0 9°8§ S*&d
{number)
:ﬂz 63:44 3614 246:74"% 136:43&
PlatletMPs 12:06 09205 39:11%8§ 58=:13*a
(N¢
nM)
lescoyte 07:05 06203 62:21%88 29:17°&
MPs CD45*
(nM)
Endothelidl 07204 03202 26:10"85 46:08*a
MPs CD54*
M)
Enythrogyte  03:04 0606 12:216 1011
MPs
nM)
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Table 2: Activated protein C activity borne by microparticles from
sham and CLP donor rats. aPC activity was measured in washed MP con-
centrates using a specific chromogenic substrate (n==6). Variations in optical
density are expressed as mOD/h: aPC activity without any normalisation, aPC
activity normalised to the content of total MPs or of endothelial MPs. aPC:
activated protein C, CLP: caecal ligation and puncture, OD: optical density.
Data are expressed as mean = SD, * p<0.05 vs sham-NaCl and sham-aPC, #
vs, CLP-aPC, § vs sham-NaCL

aPC activity 347 178 151+ ne
{mOD/)
aPC activity 42 744 = 44+ 153+
{mOD/Mh) normalised 5.5 49% 05+ 16*
1o total MPs
aPC 3981 = 9653+ 13 348=:
{mOD/M) normalised 496 86.1% 46 48*
to endothelial MPs
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& 804

3
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Figure 2: aPC activity borne by MPs from sham and CLP donor rats.
aPC activity was measured in washed MP concentrates using & spedific chro-
mogenic substrate (n=6). Variations in optical density are expressed as
mOD/ (optical density) per 0.1 pmol of PhtdSer. aPC activity was normalised
to the content of total MPs (A) or endothelial MPs (B). aPC: activated protein
C, CLP: caecal ligation and puncture, MPs: microparticles. Data are expressed
as mean + SD; * p<0.05 vs sham-NaCl and sham-aPC, # vs CLP-aPC, § vs
sham-NaCl.

mODMr per 0.1 pmol PhidSer
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labelling was detected by 1/5,000 dilution of rabbit HRP-linked
anti-rat for | h at room temperature. Labelling of B-tubulin was
detected by 1/40,000 dilution of goat HRP-linked anti-rat IgG. Im-
munostaining was revealed by Amersham™ ECL™ Prime western
blotting detection reagent (GE Healthcare) at 1/2 dilution. Quan-
tification was performed by densitometry analysis using image]®.
Densitometry values of blotted proteins were expressed as f-tubu-
lin ratio.

Quantification of thromboxane A,

Thromboxane A, (TXA,) was measured in MPs from sham or
CLP rats using an immunoassay kit (ELISA) according to manu-
facturer’s instructions (Cayman Chemical Company, Ann Arbor,
MI, USA). Briefly, the MP suspension was submitted to three
cycles of freezing/thawing and TXA, assessed in 50 pl of the super-
natant of lysed MPs (12,000 x g, 5 min). TXA, content was re-
ported as a ratio of total MPs.

Statistical analysis

The inter-group comparison of haemodynamic parameters was
performed by ANOVA repeated measures; the pairwise compari-
son was made using a Tukey-Kramer adjustment for p-values. For
dosages of MPs, aPC activity, proteins and TXA,, a non-paramet-
ric analysis by Kruskal Wallis test with Dunn post-hoc test was
used. All statistics were performed with Statview software (version
5.0, SAS Institute, Cary, NC, USA). A p-value <0.05 was consider-
ed statistically significant

Results

Peritonitis-induced septic shock alters generation of
At 16-20 h after surgery, monitoring of the rats (CLP-NaCl rats
compared to sham rats) showed that septic shock following CLP-
induced peritonitis was characterised by a significant decrease of
MAP and that rats required active resuscitation, with fluid chal-
lenge and norepinephrine infusion. Confirming the establishment
of the shock, we also showed a significant increase in plasma lac-
tate level (4.81 + 0.30 vs 1.41 £ 0.10 mmol/l, p<0.05) and in HR
(412 + 14 vs 362 + 8 bpm, p<0.05) and the collapse of CBF (5.9 +
0.4 vs 9.4 + 0.4 mi/min, p<0.05) in CLP-NaCl rats (p<0.05) com-
pared to sham-NaCl rats. After 240 min (end of the experiment),
CLP-NaCl rats had significantly decreased their MAP (59 + 6 vs 79
+ 3 mmHg at the beginning of the monitoring, p<0.05) and CBF
(4.3 £ 0.4 vs 59 + 0.4, p<0.05) in spite of active resuscitation,
whereas the MAP of CLP-aPC rats (72 + 10 vs 76 £ 3) and their
CBF (48 + 04 vs 5.3 £ 0.6) were not significantly different
(> Table 1).

At the end of the experiment, total procoagulant MPs circulated
at higher levels in septic rats (CLP-NaCl) (p<0.05 vs sham-NaCl
rats) and leucocyte, platelet and endothelial-derived MPs were in-
creased to a 9-fold, 3-fold, 4-fold range compared to sham rats, re-
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spectively (» Table 1). Compared to CLP-NaCl rats, aPC infusion
led to lower norepinephrine needs to reach MAP target in CLP-
aPC rats (pTable 1) (p<0.05). Although aPC treatment increased
platelet and endothelial-derived MPs in septic rats (CLP-aPC vs
CLP-NaCl, p<0.05), it reduced the generation of total and leuco-
cyte MPs (p<0.05) (» Table 1).

Microparticles convey aPC activity
MPs capture onto anti-EPCR antibody and prothrombinase test
did not allow us to detect any signal, in any group of rats.

In order to establish a possible contribution of aPC bound to
MPs, its activity was directly assessed in washed MP pellets from
septic and sham donor rats using pNAPEP1566, a specific chro-
mogenic substrate. An important activity was measured in MP
concentrates from sham rats regardless of the treatment (aPC or
Na(l). aPC activity was dramatically low in MP concentrates from
untreated septic rats, but appeared partially restored by aPC treat-
ment (»Table 2). These observations suggested that aPC is al-
ready borne in its active form by MPs circulating in healthy rats
(sham).

Table 3: Monitoring of healthy recipient rats (R-rats) inoculated with

from septic and control rats treated by activated pro-
tein C. Recipients were monitored during 4 h following inoculation with
MPs from septic (CLP-aPC, CLP-NaCl) and control {sham-aPC, sham-NaCl)
rats, treated by aPC (CLP-aPC, sham-aPC) or by 0.9 % sodium chloride (CLP-
NaCl, sham-NaCl). The baseline was recorded before inoculation. Circulating

To better understand the contribution of MPs as aPC con-
veyors, aPC activity values in MPs were normalised to the mean
concentration of total or endothelial MPs circulating in each rat
subset. Regardless of their cell origin, when exogenous aPC was in-
fused to healthy rats, aPC activity borne by MPs was significantly
increased, indicating that under physiological conditions circu-
lating MPs expose free binding sites for aPC (sham-NaCl: 44.2 +
5.5 vs sham-aPC: 74.4 + 49 mOD/h per 0.1 pmol of PhtdSer,
p<0.05). Similarly, aPC activity is enhanced on aPC-treated septic
rats’ MPs (CLP-NaCl: 4.4 + 0.5 vs CLP-aPC: 15.3 + 1.6 mOD/h per
0.1 pmol of MPs, p<0.05) (» Figure 2A). However, normalisation
to endothelial MPs’ concentrations, showed that aPC activity per
endothelial MP was not different in CLP-NaCl and CLP-aPC rats
(» Figure 2B), although still higher in sham-aPC vs sham-NaCl
rats (9653 + 86.1 and 398.1 + 49.6 mOD/h per 0.1 pmol of
PhtdSer, respectively, p<0.05) (» Figure 2B).These data suggest
that exogenous aPC can be bound in its active form by circulating
endothelial MPs as observed in sham rats. Since the amount of en-
dothelial MPs is highly elevated in CLP-aPC, they also indicate
that the number of bound active aPC per endothelial MP reaches a
plateau in established septic shock (P Table 2 and » Figure 2B).

MPs were measured as nanomolar phosphatidylserine equivalents (nM
PhtdSer eq.) at the end of the experiment (4th h). MAP: mean arterial press-
ure, HR: heart rate, bpm: beat per minute, CBF: carotid blood flow, Data are
expressed as mean = SD, p<0.05: * vs baseline, # vs sham-NaCl-R, & vs
sham-aPC-R, § vs CLP-aPC-R.

Body weight (g) 3209 NN 3426 314210
MAP (mmbg)

Baseline 1622 a2 11822 Ms3
End of experiment 107+2 1204 83207848 120:6
HR (eprm)

Baseline 36028 ®B=12 %129 Mas
£nd of experiment 3857 MM a0=M* M=
CBF (miimin)

Baseline 84204 78405 69104 63:06
End of experiment 74205 66403 33:04° 59404
Lactate (mmol) 12201 14201 0601 1201
Total MPs 74238 91270 94255 134236
{nM)

Platelet MPs CD61+ 18208% 212148 3009 45+1348
(M)

Leucocyte MPs (D45+ 14207 13221 26217 29:18
(nM)

Endothelial MPs CD54+ 12:08% 21213 12+13% 27215
(M)

Erythrocyte MPs 0304 10214 02203 01203
(nM)
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Microparticle infusion alters the microparticle
vascular reservoir in healthy recipients

Healthy recipients were inoculated with MPs isolated from the
septic and control donors treated or not by aPC as described
above. Circulating MPs were further measured in recipients 4 h
after the inoculation. Whatever the donor subset, inoculated MPs
did not modify the amount of circulating procoagulant MPs in re-
cipient rats (» Table 3). However, MPs isolated from CLP-aPC do-
nors led to a profound alteration in the MP phenotype of recipi-
ents (CLP-aPC-R) with a significant increase in platelet and en-
dothelial MP levels (p<0.05) (» Table 3) that were still detectable
after 4 h.

150+

100+

o

MP TXA, (pgimL)
$

& L
q,f‘

.

(94 g

Figure 4: Thromboxane A, (TXA;) content in microparticles isolated
from donor rats and the effect of activated protein C. The TXA, con-
tent was measured by ELISA in MPs collected at the end of CLP-induced sep-
sis or in sham rats. The aPC treatment or the vehicle (0.9% NaCl) was applied
during the 4 h following the onset of septic shock. Septic rats underwent re-
suscitation (n=12 for each subset). Data are expressed as mean = SD;
* p<0.05 vs sham-NaC|, sham-aPC and CLP-NaCl
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Sepsis-like microparticle-driven hypotension in
recipients is counterbalanced by enhanced
thromboxane A; microparticle content

The haemodynamic consequences of MP inoculation were moni-
tored in healthy recipients. While inoculation of MPs from un-

treated septic donors induced sepsis-like hypotension in CLP-
NaCl-R rats with a significant decrease in CBF and increased HR
after 240 min, MPs from CLP-aPC rats prevented MAP decrease
in recipient rats (» Table 3, »Figure 3). In order to understand
how aPC may partially restore the haemodynamic parameters al-
tered by septic MPs, we investigated the TXA, MP content of
donor rats. This showed that high amounts of TXA, were
measured in MPs harvested from CLP-aPC rats compared to other
subsets (CLP-aPC MPs: 77.1 £ 11.4 pg/ml vs sham-NaCl MPs: 39.8
£ 45 pg/ml, p<0.05) (» Figure 4).

Microparticles as modulators of arterial and cardiac
inflammation

The consequences of MP inoculation on inflammation (NF-xB
and phosphorylated 1xB-a was investigated by western blotting in
the aorta, MRAs and heart collected from R-rats. COX and iNOS
modulation by MPs were also investigated in recipient MRAs.

A significant increase in NF-xB and phosphorylated IxB-a ex-
pressions was observed in MRAs from CLP-NaCl-R compared to
sham-NaCl-R recipients (3.60 + 0.40 vs 2.00 + 0.11 arbitrary units
[AU] for NF-xB and 0.25 + 0,03 vs 0.15 + 0.02 AU for plxB-a,
p<0.05) (»Figure 5A and C), suggesting that infusion of MPs
from septic rats promotes inflammatory responses. A similar MP-
mediated response was observed in heart tissues (CLP-NaCl-R:
0.38 + 0.05 vs sham-NaCl-R: 0.16 + 0.02 AU for NF-xB and CLP-
NaCl-R: 0.51 + 0.02 vs sham-NaCl-R: 0.18 + 0.02 AU for plxB-a,
p<0.05) (> Figure 5B and D). Interestingly, MPs from aPC-treated
septic rats significantly limited NF-xB and pIxB- expressions in
the MRAs (CLP-aPC-R) compared to the levels measured in CLP-
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NaCI-R (NF-xB: 1.60 + 0.20 and pIkB- 0.07 + 0.02 AU in CLP-
aPC-R rats, p<0.05) (» Figure 5A and C). This observation was
confirmed in heart tissues (» Figure 5B and D) and in aorta
extracts (data not shown).

MPs had no effect on COX-1 expression in the recipients’
MRAs, whatever the donor subset (» Figure 6). A different pat-

tern was observed for COX-2 expression. MPs from aPC-treated
septic rats significantly reduced COX-2 expression in the MRAs
from recipients compared to those infused with MPs isolated from
untreated CLP-NaCl rats (CLP-aPC-R: 0.32 + 0.07 vs CLP-
NaCl-R: 0.65 + 0.10 AU, p<0.05) (» Figure 6). Conversely, while
septic MPs from CLP-NaCl donors increased iNOS expression

MRAs
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Figure 5: NF-xB p65/RelA and plxB-a expressions in mesenteric resis-
tance arteries (MRAs) and heart tissues of recipient rats inoculated
with MPs. MRAs (A, ) and heart (B, D) tissue homogenates from sham-
NaCl-R, sham-aPC-R, CLP-NaCl and CLP-aPC-R rats were collected 4 h fol-
lowing MP inoculation and loaded on 9% SDS-PAGE gels. NF-xB p65/RelA
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sitometry images are representative of six separate blots and mean = SD
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content. * p<0.05 vs sham-NaCl-R, sham-aPC-R and CLP-aPC-R.
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Figure 6: COX-1 and COX-2 expression in mesenteric resistance ar-
teries (MRAs) of recipient rats inoculated with MPs. MRAs tissue
homogenates from sham-NaCl-R, sham-aPC-R, CLP-NaCl and CLP-aPC-R rats
were collected 4 h after MP inoculation and loaded on 9% SDS-PAGE gels.
The expression of COX-1 and COX-2 was assessed by Westem immunoblot-
ting using specific antibodies. Densitometry images are representative of six
separate blots and mean = SD densitometry vialues are expressed in arbitrary
units {AU) relative to B-tubulin content. # p<0.05 vs CLP-NaCI-R.

(CLP-NaCI-R: 4.28 + 0.38 vs sham-NaCl-R: 1.00 £ 0.49 AU,
p<0.05), MPs isolated from aPC-treated septic rats significantly
blunted this increase (CLP-aPC-R: 2.00 £ 0.42 AU, p<0.05) (™ Fig-
ure 7). Altogether, these data suggest that septic MPs prompt pro-
inflammatory responses in the MRAs, heart and aorta tissues, a
deleterious property counteracted by aPC.

© Schattauer 2014
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Discussion

Cell membrane released MPs could prove to be an important con-
tributor in the pathophysiology of septic shock, as they lie at the
crossroad between inflammatory and procoagulant responses (8).
In sepsis, the link between inflammatory response, coagulation
events and vascular tone remains difficult to assess due to overlap-
ping sequences in cell activation and multiple amplification loops.
In-vitro, MPs are able to interact with both endothelial and
smooth muscle cells (29-31) and can be considered as a surrogate
of systemic cellular activation and endothelial procoagulant state
(32). It was indeed reported that circulating MPs play a pro-in-
flammatory and detrimental role in the vascular dys-
function of septic shock (9, 33, 34) and we recently assessed a spe-
cific MP pattern during septic shock-induced DIC in humans (34).

Our present data show that CLP-induced sepsis leads to the
generation of procoagulant MPs of leucocyte, platelet and en-
dothelial origin and that these MPs modulate the haemodynamic
and vascular response. It was previously reported that endothelial
MPs prompt endothelial dysfunction (29, 35, 36) and cause vascu-
lar hyporesponsiveness (29, 36). In addition, platelet MPs bear
superoxide anion that favours oxidative stress and decreases nitric
oxide bioavailability (35, 37). Indeed, platelet-derived MPs induce
the generation of reactive oxygen species by endothelial and
smooth muscle cells and produce superoxide anion via the nicoti-
namide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase (38).

Based on previous studies that evidenced distinct cytoprotec-
tive and anticoagulant properties of aPC, we chose to modulate
MP generation by continuous aPC infusion in CLP-donor rats.
Endothelial and platelet MPs were significantly increased in aPC
treated CLP-rats, while circulating leucocyte MPs were decreased.
aPC modulation of MP phenotype further re-
vealed the specific dual property of MPs in the interplay between
inflammatory and coagulant responses during septic shock, thus
suggesting that MP could constitute another pathway for aPC cy-
toprotection. MPs behave as vascular effectors probably partly
through their ability to convey aPC bound to MP-borne EPCR.
Notably, EPCR*-MPs and aPC*-MPs would alter vascular cell re-
sponses as mirrored by the modified MP phenotype in CLP-
aPC-R rats. In the present study, we failed to detect MP-borne
EPCR, possibly due to the aPC being already bound to EPCR. An-
other hypothesis would be the absence of an efficient anti-EPCR
antibody. To our knowledge, there are no published data of rat
EPCR antibodies.

Thus, we investigated whether MPs from aPC treated rats
(CLP-aPC) bore active aPC as previously reported by Pérez-Casal
et al. in vitro (25). We used a chromogenic substrate to detect aPC
activity on MPs and showed an Increased activity after aPC treat-
ment both in sham and CLP rats, confirming the MP-mediated
vascular effects observed after aPC treatment. The decrease in aPC
activity in CLP rats could be due to a deficit in PC reported during
septic shock (production decrease and consumption), with subse-
quent decrease in aPC activity on total and endothelial MPs com-
pared to sham rats. Our data are consistent with those from Pérez-
Casaletal (13, 19).
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The effect of aPC depends on its cofactors: anticoagulant
(PhtdSer and protein S as cofactors) or cytoprotective (EPCR and
caveolin as cofactors). Moreover, PAR-1 can mediate opposite ef-
fects regarding its agonist: pro-inflammatory with thrombin and
cytoprotective with aPC (39). Recent works by Mosnier et al. high-
light molecular mechanisms surrounding the PAR-1 paradox. Ca-
nonical cleavage by thrombin (Arg41) generates a N-terminal te-
thered ligand that begins with Ser42 while non-canonical cleavage
by aPC (Argd6) results in a new N-terminal tethered ligand that
begins with Asn47. Differential cleavage due to biased agonism re-
sults in two distinct downstream signalling pathways, G-protein,
ERK1/2 and RhoA (thrombin) or f-arrestin-2, PI3K/Akt and Racl
(aPC) (24, 40). EPCR-bound aPC limits PAR-1 activation by
thrombin and promotes PAR-1 relocalisation out of raft domains
(41). Interestingly, it was reported that EPCR is able to bind
FVIl(a) with a similar affinity as (a)PC. EPCR-bound FVII/FVIia
acts as a FVIla scavenger limiting thrombin generation (42). Thus,
one could speculate that EPCR*-MPs disseminate the above scav-
enging abilities and contribute to cytoprotection.

In the present study, while inoculation of MPs from septic rats
dramatically impairs recipient blood pressure, inoculation of MPs
from aPC-treated septic rats results in different haemodynamic
and biological patterns. MPs from aPC-treated septic rats prevent
blood pressure collapse in recipient rats, which highlights the po-
tential role of these MPs in haemodynamic in donor
rats. Haemodynamic variations could partly involve PAR-1 (13),
possibly to platelet-derived MP effects as reported
elsewhere (14, 43).

Nevertheless, aPC alters the phenotype and properties of septic
shock-induced procoagulant MPs, since their inoculation to
healthy recipients leads to a significant enhancement in endothe-
lial and platelet MP release (7, 34) and alteration of arterial press-
ure. Furthermore, while inoculation of MPs from septic rats dra-
matically impaired recipient blood pressure, MPs from aPC-
treated septic rats that bear aPC are enriched in TXA,and lead to
opposite and protective haemodynamic effects. TXA, is produced
by many cells in response to local stimuli and is efficient within a
short distance around its synthesis site. In this context, Mostefal et
al. reported that MPs from septic patients reduced vascular hy-
poresponsiveness and that these effects were associated with in-
creased TXA, production (44). Altogether, pharmacological
modulation by aPC would contribute to partial restoration of the
haemodynamic parameters altered by septic MPs and prevent hy-
WWMM@WW-MW&N

MPs from septic aPC-treated rats (CLP-aPC) blunt NF-xB acti-
vation in the MRAs, aorta and heart of healthy recipient rats,
thereby limiting the pro-inflammatory pathway and haemody-
namic dysfunction. Western blot analysis further revealed an en-
hanced expression of COX-2 in the MRAs and aorta during septic
shock, which is consistent with a direct MP arachidonic acid de-
livery, leading to endothelial COX-2 up-regulation and prostacyc-
lin production as previously reported in vitro (45).

In spite of these interesting experimental data, notably estab-
lishing endothelial properties, recombinant human aPC would not
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Figure 7: INOS expression in mesenteric resistance arteries (MRAs)
of recipient rats inoculated with MPs. MRA lysates from healthy recipi-
ent rats {R-rats) were obtained 4 h after MP inoculation and immunoblots
performed to assess iINOS expression. Densitometry images are represen-
tative of six separate blots and mean = SD densitometry values are express-
ed in arbitrary units (AU) relative to B-tubulin content. * p<0.05 vs sham-
NaCl-R, sham-aPC-R and CLP-aPC-R.

improve patients’ survival and has therefore been recently re-
moved from the available pharmacological tools (46). However,
despite the alledged lack of effectiveness of aPC treatment in septic
shock, the sole purpose of this study was to evaluate whether a cy-
toprotective treatment like aPC could modulate MP-mediated ef-
fects during septic shock.

What is known about this topic?

« Microparticles are cellular effectors conveying cell-to-cell biologi-
cal signals.

* Microparticies play a pro-inflammatory and procoagulant detri-
mental role in the vascular dysfunction of septic shock.

* Recombinant human activated protein C induces the generation
of endothelial micropartides bearing activated protein C and its
receptor EPCR.

* Recombinant human activated protein C has anticoagulant and
cytoprotective effects through EPCR signalling.

What does this paper add?
. MMWMMMM

- wmcsmwmm

» Activated protein C is able to reduce the generation of micropar-
tides, alter their phenotype, thus modify vascular cell responses.

* Microparticles are relevant pharmacotogical targets when trying
to modulate arterial pressure during septic shock.

© Schattauer 2014
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Conclusion

This experimental work demonstrates that MPs modulate arterial
dysfunction possibly by conveying cytoprotective aPC effects.
Further studies are needed to establish the respective contribution
of anticoagulant and cytoprotective properties of MPs-borne en-
dogenous aPC in sepsis, and to determine whether MPs bearing
EPCR constitute a pharmacological target in the acute phase of
septic shock.
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Dans ce travail de thése, nous avons cherché a montrer que les microparticules, au cours du choc
septique, peuvent constituer a la fois des marqueurs reflétant I’intense activation cellulaire, pouvant
ainsi étre des marqueurs diagnostiques ou pronostiques, mais également des cibles thérapeutiques

potentielles.

Dans un premier temps, notre travail a cherché a évaluer la place des microparticules comme
marqueurs de P’activation cellulaire au cours du choc septique. Ce dernier est en effet caractérisé
par une intense activation cellulaire, qui entraine un remodelage de la membrane plasmique,
aboutissant a la génération de MPs circulantes (Freyssinet JM, 2003). L’intérét de ces microvésicules
réside dans le fait qu’elles témoignent spécifiquement de I’atteinte d’un type cellulaire, en réponse a
un stress donné, et pourraient de ce fait apporter un nouvel éclairage sur la physiopathologie cellulaire
du choc septique.

Nous avons ainsi montré dans notre modéle expérimental de choc septique chez le rat, mais également
chez ’homme, que les MPs totales sont significativement augmentées et que leur phénotype est altéré,
avec une augmentation significative des MPs endothéliales, plaquettaires et leucocytaires, reflétant
notamment la dysfonction endothéliale (Boisrame-Helms J ef al., 2013).

Ces MPs seraient impliquées dans la pathogénése de la dysfonction circulatoire et la défaillance
d’organes, notamment par le biais d’une potentielle amplification des réponses pro-inflammatoires et
procoagulantes (Meziani F et al., 2010). Ainsi, nous avons montré que l’injection de MPs
procoagulantes issues de rats septiques reproduit le profil hémodynamique du choc septique, ce qui
corrobore des résultats obtenus précédemment dans un modele de rats septiques (Mortaza S et al.,

2009).

Les effets hémodynamiques des MPs passeraient par plusieurs mécanismes, chaque type de MPs

(endothélial, leucocytaire, plaquettaire) pouvant avoir des effets spécifiques. Les résultats que nous
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avons obtenus dans notre modéle de choc septique chez le rat prennent ici toute leur importance,
puisque nous avons mis en évidence que I’inoculation de MPs isolées chez des rats septiques aprés
modulation pharmacologique par la PCa est responsable de la génération d’un nouveau type de MPs,
avec une augmentation significative du taux de MPs plaquettaires et une tendance a 1’augmentation du
taux de MPs endothéliales.

Ainsi, les MPs endothéliales et plaquettaire sont capables de majorer le stress oxydant en induisant la
génération d’especes réactives de ["oxygene (Brodsky SV ef al., 2004; Janiszewski M et al., 2004;
Soriano AO et al., 2005). Elles régulent également le tonus vasculaire, par le biais notamment d’une
diminution de la biodisponibilit¢é du NO" et d’une majoration de la synthése de thromboxane-A.,,
puissant vasoconstricteur, comme nous I’avons montré dans le modele de choc septique chez le rat et
comme cela a été mis en évidence dans un modele d’hypertension artérielle pulmonaire chez le lapin

(Pfister SL, 2004).

Les MPs sont également procoagulantes, car elles fournissent la PhtdSer (Aras O et al., 2004),
permettant 1’assemblage des facteurs de la coagulation, et selon leur origine cellulaire, elles exposent
le facteur tissulaire, initiateur de la coagulation. Elles participent ainsi a la formation de micro-
thrombi, amplifiant les réponses procoagulantes (Zwicker JI et al., 2011), contribuent a la formation
de larges agrégats plaquettaires dans certains types d’atteintes cardiovasculaires inflammatoires
(infarctus du myocarde, accident vasculaire cérébral, purpura fulminans, etc...) et leur taux est corrélé
a la survenue d’événements thrombotiques (Nieuwland R et al., 2000; Heloire F ef al., 2003). Par
ailleurs, les MPs d’origine plaquettaire et endothéliale, augmentent la génération de thrombine (Perez-
Casal M et al., 2005; Meziani F et al., 2008; Van Der Meijden PE et al., 2012) et peuvent donc
potentiellement aggraver la coagulopathie qui accompagne les états de choc septique. Un travail
expérimental a en effet mis en évidence la génération de thrombine a la surface des MPs plaquettaires
indépendamment du facteur tissulaire et du FVIla, via le FXII activé par les polyphosphates
plaquettaires ou bactériens (Van Der Meijden PE et al., 2012). Les MPs monocytaires participent elles
aussi a la dissémination d’un potentiel procoagulant en exprimant le facteur tissulaire (Satta N et al.,

1994; Nieuwland R et al., 2000; Geisbert TW et al., 2003; Morel N et al., 2006) et en permettant,
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dans un état septique grave, la génération de thrombine de fagon indépendante du FXII (phase
contact). Par ailleurs, les MPs monocytaires et endothéliales exhibent de la thrombomoduline
nécessaire a 1’activation de la protéine C par la thrombine et ’EPCR (Satta N ef al., 1997). Apres
stimulation par du LPS, les MPs monocytaires sont de plus capables de transporter de d’IL-1p,
participant ainsi au couplage inflammation-thrombose (MacKenzie A et al., 2001) en favorisant la
production d’ICAM-1 et autres molécules d’adhésion par les cellules endothéliales (Brown GT et al.,

2011) et facilitant la diapédese des leucocytes au niveau du site de 1'infection.

Les MPs peuvent de plus moduler I’inflammation, puisqu’elles sont responsables d’une extravasation
des lymphocytes T vers les sites d’inflammation (Qu Y et al., 2009), contiennent et véhiculent des
protéines impliquées dans les processus inflammatoires et la reconnaissance des pathogenes,
participant ainsi a la fois au contrdle, mais également a la propagation de I’inflammation et de ses
conséquences (Wang JG et al., 2011). D’autres types microparticulaires sont a 1’origine d’effets pro-
inflammatoires et participent a la genése de la dysfonction cardio-circulatoire du choc septique
comme nous 1’avons montré dans notre modéle de choc septique chez le rat. Ainsi, les MPs
leucocytaires, augmentées dans notre étude chez les patients septiques, sont capables d’induire une
hyporéactivité vasculaire en majorant la synthése de COX-2 et de iNOS (Tesse A ef al., 2005), avec
surproduction de NO' et réduction de la contraction vasculaire (Meziani F ef al., 2006; Tesse A et al.,
2007).

Les MPs contribueraient également a 1’induction de la réponse immunitaire innée et la clairance de
I’agent infecticux par les TLR. Aprés stimulation de monocytes en culture par du LPS, nous avons
montré que les MPs générées sont capables de transmettre le CD14 soluble/TLR4 a des cellules cibles
lymphocytaires et d’induire dans des cellules dépourvues de TLR4 I’activation de NF-kB et
I’apoptose (Delabranche X et al., 2012b; Constantinescu AA et al., 2014). 1l a par ailleurs été montré
que les MPs endothéliales sont capables d’activer la voie alterne du complément (Renner B et al.,
2013). De nombreuses maladies auto-immunes sont associées a des concentrations plasmatiques de

MPs ¢élevées et ces dernicres semblent étre plutét la cause que la conséquence d’un état hyper-
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inflammatoire (van Eijk IC et al., 2010). Elles portent en effet des immunoglobulines (IgG, IgM) et la
fraction Clq. Les concentrations élevées de MPs porteuses d’IgG ont été associées a la production

d’auto-anticorps et a I’activation du complément (Nielsen CT et al., 2012).

Afin d’évaluer la cinétique de I’activation cellulaire durant le choc septique, nous avons pu
caractériser 1’évolution de la vésiculation membranaire dans notre cohorte de patients en choc
septique et la corréler aux désordres hémostatiques. Nous avons tout d’abord montré que les
variations du taux et du phénotype des MPs sont détectables précocement au cours du choc septique et
pourraient refléter la séquence d’activation cellulaire chez les patients, alors que les conséquences de
cette activation, comme la libération de protéines plasmatiques, sont détectables et quantifiables plus
tardivement. Ainsi, chez les malades en choc septique sans CIVD, nous avons montré que les MPs
plaquettaires sont significativement et durablement augmentées. Ces patients ne présentent pas
d’activation plaquettaire, avec des ratio de CD62P soluble/plaquettes et GPV soluble/plaquettes
normaux, alors qu’ils sont augmentés en cas de CIVD. L’activation plaquettaire survient plus
tardivement comme le montre I’augmentation secondaire des CD62P soluble/plaquettes et GPV
soluble/plaquettes.

Nous avons également montré que les MPs procoagulantes étaient significativement et durablement
augmentées chez les patients en choc septique, qu’il y ait ou non une coagulopathie de consommation
(CIVD), et pourraient expliquer la faible incidence des manifestations hémorragiques chez les patients
en CIVD présentant pourtant des troubles majeurs de I’hémostase. L’activité procoagulante des MPs
plaquettaires serait en effet supérieure a celles des plaquettes activées, ce qui pourrait expliquer la
faible incidence des manifestations hémorragiques au cours des thrombopénies par activation
plaquettaire (Kelton JG et al., 1992; Jimenez JJ et al., 2001; Bretelle F et al., 2003; Meziani F et al.,
2006), comme au cours de la CIVD du choc septique (Nieuwland R ez al., 2000).

Nous avons aussi montré une altération du phénotype microparticulaire chez les patients présentant
une CIVD, avec une diminution des MPs plaquettaires proportionnellement a la numération
plaquettaire, tandis que les MPs leucocytaires deviennent prédominantes, avec un ratio MPs

leucocytaires/leucocytes augmenté comparé aux patients ne présentant pas de CIVD. La numération
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leucocytaire étant identique a 1’admission dans les deux groupes de patients, cette augmentation
traduit une vésiculation plus importante reflétant une activation leucocytaire plus importante. Nous
avons montré que la prédominance des MPs leucocytaires persiste dans le temps (au moins jusqu’au
7°™ jour), alors que les concentrations de MPs circulantes reviennent a un niveau basal. Nous avons
également mis en évidence que 1’activation de la coagulation se traduit par une activation endothéliale

avec génération de MPs endothéliale a la phase précoce de la CIVD.

Dans ce travail, nous avons ensuite cherché a montrer que les microparticules peuvent constituer de
véritables marqueurs diagnostiques et pronostiques au cours du choc septique. Le diagnostic
précoce de choc septique est primordial, afin d’en optimiser la prise en charge symptomatique et
étiologique, de prévenir ou suppléer les défaillances d’organes et d’en réduire la mortalité. Des
marqueurs biologiques spécifiques pourraient permettre d’en établir précocement le diagnostic.
Plusieurs marqueurs biologiques sont dosés en pratique clinique, comme le lactate plasmatique, qui
peut témoigner d’une hypoperfusion tissulaire, mais est aspécifique. Il est cependant couramment
utilisé, dans tous types d’état de choc, pour guider la prise en charge thérapeutique de ces patients
(Early Goal Directed Therapy) (Rivers E et al., 2001). Plus récemment, de nouveaux traitements ont
vu le jour, visant a diminuer la phase inflammatoire du sepsis (Christaki E ef al., 2011). De nouveaux
biomarqueurs associés sont également étudiés, avec pour objectif de prédire la mise en jeu des
mécanismes de régulation du systéme immunitaire. IIs présenteraient un intérét, comme « marqueur
adjuvant » pour affiner la place du lactate. Ces biomarqueurs incluent des cytokines et chimiokines
pro-inflammatoires ou anti-inflammatoires, témoins respectivement de la phase hyper-inflammatoire
ou immunosuppressive du sepsis, la CRP et la procalcitonine, synthétisées en réponse a
I’inflammation et a [’infection bactérienne, et des marqueurs de [’activation leucocytaire
(granulocytes neutrophiles, monocytes, lymphocytes). L’usage combiné de ces marqueurs pourrait
permettre un diagnostic précoce de gravité des patients, avant un stade évolué du sepsis (Faix JD,

2013).
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Des données de la littérature suggérent que les taux plasmatiques et profils phénotypiques des MPs
pourraient étre utilisés comme des marqueurs diagnostiques ou pronostiques dans certaines
pathologies (Baron M et al., 2012). Ainsi, les MPs endothéliales auraient par exemple une valeur
pronostique dans I’hypertension artérielle pulmonaire et I’insuffisance rénale terminale, ou elles sont
corrélées a la survenue de complications et a une surmortalité. Au cours de 1’hypertension artérielle
pulmonaire, une augmentation du taux de MPs endothéliales aurait la méme valeur prédictive
pronostique péjorative que la valeur de la CRP (Bakouboula B et al., 2008; Amabile N et al., 2009;
Burger D et al., 2012).

Durant le choc septique chez I’homme, le diagnostic de CIVD est difficile, non consensuel et souvent
retardé, alors que la survenue d’une CIVD au cours du choc septique est grevée d’une surmortalité.
Dans ce contexte, eu égard a notre travail, les MPs endothéliales porteuses de CD105 prennent une
véritable valeur diagnostique et pourraient constituer un précieux outil de suivi biologique de la
CIVD. Elles permettraient en effet d’établir un diagnostic précoce et rapide. D’apres nos résultats, les
MPs semblent également constituer des marqueurs de sévérité du sepsis, potentiellement utiles pour
identifier les patients les plus a risque d’évolution défavorable.

Nous retrouvons également une augmentation significative du taux d’E-sélectine soluble dans notre
cohorte de patients septiques. La E-sélectine est un marqueur d’activation endothéliale, dont
I’augmentation est décrite au cours du choc septique et trés fortement associée a la gravité du choc
septique (Skibsted S et al.,, 2013). Nous n’observons cependant pas d’augmentation des MPs
porteuses de E-sélectine chez ces patients, ce qui pourrait s’expliquer par 1’intense activation
leucocytaire responsable d’une sécrétion de protéases ou d’¢lastases capables de cliver la E-sélectine

ancrée dans la membrane cellulaire endothéliale, voire microparticulaire.

Enfin, nous avons cherch¢ a montrer que les microparticules peuvent constituer des cibles
thérapeutiques potentielles au cours du choc septique. De nombreuses données dans la littérature
indiquent en effet que les MPs pourraient étre modulées pharmacologiquement (Perez-Casal M et al.,

2005; Zafrani L et al., 2013). La concentration circulante de MPs totales n’est pas toujours modifiée
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en situation pathologique, mais la modification du phénotype traduit la contribution particuliére d’un
type cellulaire et peut révéler une atteinte cellulaire ou tissulaire donnée spécifique (Baron M et al.,
2012). Ainsi, il a été montré qu’un traitement par statines chez des patients diabétiques ou souffrant
d’artériopathies permet de diminuer le taux de MPs plaquettaires porteuses de protéines d’adhésion
(GPIlla, P-sélectine) ou procoagulantes (FT) (Sommeijer DW et al., 2005; Mobarrez F et al., 2011).
De méme, un traitement par glitazone, un ligand de PPAR-y, dans le syndrome métabolique, diminue
le taux de MPs endothéliales (Esposito K et al., 2006) et serait capable, in-vitro, de moduler I’effet
des MPs monocytaires, en diminuant leurs effets pro-inflammatoires en modifiant la production
d’especes réactives de 1’oxygene, la libération de cytokines et 1’activation du NF- B (Bardelli C et
al., 2012). De la méme fagon, I’activation du récepteur PPAR-a par les fénofibrates permettrait de
moduler les concentrations de MPs dans les 1ésions d’athérosclérose dans un modele de souris apoE2-
KI athérosclérotiques, sans effet au niveau du foie stéatosique (Baron M et al., 2011).

Par ailleurs, 'utilisation de la calpastatine permettrait de diminuer le génération de MPs dans un
modele de choc septique par péritonite chez la souris, avec pour conséquence une modulation de
I’inflammation et une amélioration de la survie (Zafrani L et al., 2012). La lactadhérine pourrait
également étre un moyen de moduler la vésiculation membranaire et d’augmenter la clairance des
MPs d’origine plaquettaire, avec pour conséquence une diminution des manifestations thrombotiques

(Dasgupta SK et al., 2009).

La difficulté d’une modulation pharmacologique des MPs a visée thérapeutique tient a leur nature.
Leurs effets, tantot bénéfiques, tantot délétéres, semblent dépendre en partie des conditions de leur
émission et de leurs caractéristiques membranaires. Ainsi, dans notre modéle de monocytes en
culture, stimulés par une endotoxine, les émulsions lipidiques utilisées pour la nutrition parentérale et
I’apport énergétique des patients traités pour choc septique en réanimation modulent quantitativement
et qualitativement les MPs générées. Nous avons montré que la génération de MPs est corrélée a
I'apoptose, ce qui est cohérent avec les données de la littérature (Freyssinet JM, 2003;
Balasubramanian K ez al., 2012). 1l est intéressant de noter qu’au cours du sepsis, les MPs circulantes

peuvent activer des processus inflammatoires et 'apoptose cellulaire (Boisrame-Helms J et al., 2013),
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en augmentant le pool d'acide arachidonique non estérifi¢, perturbant ainsi 1’homéostasie de la
membrane lipidique (Huber LC et al., 2007).

L’ apport d’acides gras exogénes pourrait interférer avec la modulation des processus immunitaires.
En effet, les acides gras sont intégrés dans les membranes en perturbent la fluidité et 1’organisation
moléculaire des radeaux lipidiques. Cette désorganisation de la membrane plasmique peut interférer
avec l'activité des protéines clés et la fonction immunitaire (Calder PC, 2012). Plusieurs études
expérimentales ont mis en évidence le role des radeaux lipidiques dans la médiation de
I’immunosuppression induite par les AGPI n-3, suite a leur incorporation membranaire dans les
membranes des cellules immunitaires (Yaqoob P et al., 2010; Calder PC, 2011). En accord avec ces
résultats, nous avons montré que les acides gras exogénes sont intégrés dans les membranes
plasmiques et désorganisent les membranes de monocytes en culture et les membranes des MPs
émises par ces cellules. Les TCM et les TCL sont intégrés de facon différentielle dans les membranes
plasmiques, que la supplémentation lipidique soit associée ou non a une stimulation endotoxinique.
Alors que les TCM sont hydrosolubles, nous observons leur incorporation dans la membrane
cellulaire et ils seraient, par ce biais, impliqués dans les mécanismes apoptotiques et la vésiculation
membranaire.

Comparés au rats contrdles, nous avons par ailleurs mis en évidence les effets délétéres des TCM chez
le rat en choc septique, avec 1’augmentation significative des besoins en noradrénaline pour maintenir
des objectifs de pression artérielle moyenne fixés, de la libération de MPs totales, leucocytaires,
endothéliales et plaquettaires et du stress oxydant au niveau cardiaque et vasculaire, alors que les TCL

n’ont pas ou peu d’effets.

Dans notre travail sur la modulation pharmacologique des MPs par la PCa, nous avons utilisé la
génération de MPs comme témoin de 1’activation cellulaire systémique et de 1’état procoagulant de
I’endothélium (Dignat-George F ef al., 2004). L’injection de MPs issues de rats septiques traités par
PCa active les plaquettes et majore la génération de MPs plaquettaires chez les receveurs sains. Chez
des patients en choc septique traité par PCa, Pérez-Casal et al. suggérent que les MPs pourraient

véhiculer les effets anticoagulants de la PCa (Perez-Casal M et al., 2011) par la liaison de la protéine
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a son récepteur microparticulaire EPCR. Nous avons en effet également mis en évidence que les MPs
sont capables de véhiculer I’activité PCa aprés traitement par PCa recombinante exogéne et pourraient
ainsi potentiellement moduler la coagulopathie du choc septique.

De plus, nos résultats montrent que les MPs circulantes lors d’un choc septique peuvent avoir un
tropisme hémodynamique, et que ces effets pourraient dépendre des conditions de leur génération.
Grace a notre modéle de rats en choc septique, nous avons mis en évidence que les MPs peuvent
intervenir dans le processus cellulaire qui permet a la PCa de réduire 1’activation in situ de la
transcription de NF-kB dans le cceur et les vaisseaux et donc réduit potentiellement les processus
inflammatoires générateurs de dysfonction artérielle.

Les données physiopathologiques actuelles sur le sepsis suggerent que la majoration du stress oxydant
et de I’inflammation sont liées a I’activation de la chaine légere de I’activateur NF-xB au niveau des
lymphocytes B activés. La famille NF-kB/RelA permet I’expression de nombreux génes spécifiques
de l'inflammation (Russell JA, 2006). Dans ce contexte, les MPs circulantes des patients en choc
septique seraient responsables d’une expression tissulaire différentielle des enzymes de
I’inflammation et du stress oxydant. En effet, Mastronardi ef coll. ont montré que les MPs issues de
patients en choc septique augmentent I’expression de la iNOS, de la COX-2 et du NF-xB dans le coeur
et les poumons (Mastronardi ML et al., 2011). En accord avec ces résultats, nous avons mis en
évidence que iNOS, COX-2, phospho-IkB et NF-kB sont surexprimés dans le cceur et les vaisseaux
des rats sains inoculés avec des MPs de rats septiques, alors que leur expression est diminuée chez les
rats sains inoculés avec des MPs issues de rats septiques traités par PCa, indiquant un effet direct et

modulable des MPs sur I’induction de ces protéines.

L’utilisation des MPs comme agent pharmacologique reste un champ d’investigation ouvert. La
difficult¢ de leur pharmaco-modulation réside a la fois dans les connaissances restreintes des
mécanismes de clairance et des processus de régulation des concentrations circulantes des MPs
(Rautou PE et al., 2012), d’autant que dans le choc septique, des traitements comme 1’épuration extra-
rénale pourraient interférer avec 1’¢limination des MPs (Abdelhafeez AH et al., 2014). De méme, les

catécholamines endogenes, libérées massivement au cours du choc septique ou exogenes, apportées
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pour essayer de contrecarrer I’intense vasoplégie, pourraient interférer avec la fonctionnalité des
cellules de I’'immunité (Sarkar C et al., 2013) et peut étre par ce biais, altérer la vésiculation de
membranaire. Un nombre croissant d’étude a montré que [’augmentation de sécrétion de
noradrénaline ou adrénaline pouvait avoir des effets immunosuppresseurs. Les récepteurs [
adrénergiques sont présents a la surface des lymphocytes B et T, des celllules NK (natural killers),
des monocytes/macrophages et des cellules dendritiques (Nance DM et al., 2007). Leur stimulation
serait capables d’inhiber les réponses immunitaires médiées par la plupart de ces cellules. La
noradrénaline et [’adrénaline augmenteraient, via les récepteurs B, la production de cytokines pro-
inflammatoires, comme 1I’IL-6 ou I’IL-8, et ’apoptose cellulaire (Marino F et al., 2013). Cependant,
Iactivation sélective des récepteurs P2 adrénergiques pourrait réguler négativement I’expression
intracellulaire de molécules d’adhésion comme ICAM-1, la production d’IL-12, de TNF-a et
d’interféron gamma et les productions d’IL-18 et IL-12 induites par le LPS, ce qui pourrait avoir des
effets bénéfiques dans le traitement du sepsis (Takahashi HK et al., 2003; Mizuno K ef al., 2005).

Un traitement pharmacologique ayant pour cible les MPs pourra intervenir sur la capacité des cellules
a vésiculer pour tenter de restreindre la dissémination du message biologique qu’elles véhiculent ou
pour moduler la nature méme de ce signal. Martinez et al. ont par exemple mis en évidence que les
MPs porteuses de la protéine Sonic hedgehog stimulent la néovascularisation des processus tumoraux.
Des MPs issues de cellules déficientes en cette protéine pourraient constituer un leurre noyant le
message délétére véhiculé par les MPs endogénes aux cellules avoisinantes, ralentissant ainsi le
développement tumoral (Martinez MC et al., 2006; Martinez MC et al., 2011a). Par ailleurs, les effets
des MPs sont tantot spécifiques d’un tissu ou d’un organe, tantot systémiques, et une modulation
pharmacologique des MPs impliquerait d’arriver a contrdler précisément les cibles des MPs (Baron M
etal.,2011).

Plusieurs médiateurs de la réponse cellulaire peuvent contribuer au remodelage de la membrane
plasmique et a la libération des MPs incluant différents transporteurs et canaux calciques, I’ouverture
du pore de transition de perméabilité mitochondriale ou des processus caspase-dépendants (Mause SF
et al., 2010). Ces voies peuvent constituer des cibles pharmacologiques et donc moduler I’effet des

MPs dans la coagulation, le remodelage vasculaire et la fibrinolyse, voire le message qu’elles
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disséminent sous forme d’ARNm ou de protéines (Zernecke A et al., 2009). De plus, les MPs en tant
qu’entités circulantes sont capables de véhiculer des protéines et ligands solubles. Ce paramétre doit
étre pris en compte a la fois pour la mesure et la caractérisation des MPs circulantes, mais aussi pour
déterminer ’intérét et les dose efficaces d’un traitement ciblant les MPs. Ainsi, dans la cohorte de
patients septiques, nous avons mis en évidence qu'un lavage supplémentaire était nécessaire pour
mettre en évidence la PhtdSer a la surface des MPs.

Enfin, les MPs constituent un réservoir dynamique d’effecteurs vasculaires (Morel O et al., 2004) et
toute manipulation de ce réservoir risque de déséquilibrer une réponse adaptative nécessaire aux
mécanismes de défense de 1’hote contre 1’agent pathogeéne. Une meilleure évaluation du profil
inflammatoire du patient pourrait permettre d’adapter et d’optimiser un traitement, comme pour le

traitement « a la carte » des néoplasies apres phénotypage (Dienstmann R ef al., 2013).
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Conclusion et perspectives
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Au cours du sepsis, I’interaction hote-pathogeéne est a 1’origine d’une intense activation cellulaire qui
entraine un remaniement et une vésiculation des membranes, aboutissant a la génération de MPs.
Initialement considérées comme de simples débris cellulaires, les MPs font 1’objet depuis quelques
années, d’un intérét croissant en biologie, car eclles sont en réalité de véritables bio-effecteurs,
capables de transmettre des messages entre cellules. Leurs propriétés et leur role potentiel dans le
choc septique sont cependant mal connus chez I’homme et I’étude des caractéristiques des MPs durant
cet état d’inflammation aigué, pourrait apporter un nouvel éclairage dans la physiopathologie de ce

syndrome clinique trés étudié.

Dans ce contexte, nos différents travaux ont permis de déterminer ’intérét des MPs circulantes au
cours du choc septique, comme des marqueurs pathogeénes de I’activation cellulaire, mais également
comme des marqueurs diagnostiques précoces et pronostiques de la dysfonction vasculaire chez
I’homme et I’animal (figure 18). Elles ouvrent ainsi de nouvelles pistes d’exploration des mécanismes
physiopathologiques dans lesquels elles sont impliquées a part entiére, probablement en amplifiant et

en réorientant la réponse cellulaire et vasculaire au stress inflammatoire.

Notre évaluation a porté sur la détermination de la place des MPs dans les mécanismes d’interférence
des acides gras exogénes avec I’inflammation, dans un modé¢le de monocytes en culture stimulés par
une endotoxine bactérienne. Les MPs se comportent comme un outil d’exploration de 1’activation
cellulaire. En effet, la composition lipidique de la membrane des MPs étant déterminée par celle de la
cellule émettrice, toute modification de celle-ci pourrait potentiellement moduler le contenu des MPs
et les activités biologiques qu’elles véhiculent. Nous avons mis en évidence que la croissance
cellulaire est ralentie en milieu lipidique, de fagon plus marquée avec les TCM, en rapport avec une
majoration des phénomenes d’apoptose. De plus, les membranes des MPs émises par les monocytes
traités par les différentes émulsions sont caractérisées par une désorganisation de la structure lipidique

de leur bicouche et reflétent celle des membranes parentales.
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Figure 18 : Schéma récapitulatif des résultats de ce travail

En bleu, les microparticules (MPs) comme marqueurs pathogénes de I’activation cellulaire, de la
dysfonction cardiovasculaire et de la coagulopathie induites par de choc septique. En vert : les MPs,
comme cibles thérapeutiques potentielles, pharmacologiquement modulables par la protéine C activée
(PCa) et les triglycérides a chaine moyenne (TCM) ; en rouge, stimulation, en orange : inhibition.

Nous avons complété ces données obtenues in-vitro par 1’étude de ces mémes émulsions lipidiques
dans un modele de choc septique par péritonite chez le rat réanimé. Dans ce travail, nous avons
montré que les émulsions lipidiques parentérales a base de TCM, comparées aux TCL, ont des effets
pro-oxydants et délétéres au cours du choc septique, en majorant la dysfonction hémodynamique via
une activation cellulaire accrue, dont les MPs endothéliales, plaquettaires et leucocytaires sont le

reflet.
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Les MPs cumulant des effets pro-inflammatoires, procoagulants et pro-apoptotiques, nous avons
cherché a caractériser plus précisément I’activation cellulaire induite par le choc septique chez
I’homme, en utilisant les MPs circulantes comme témoins de la dysfonction du compartiment
vasculaire et plus précisément ici de I’activation de la coagulation, a 1’échelle cellulaire. Dans une
cohorte prospective de cent patients, nous avons ainsi confirmé nos résultats expérimentaux et montré
que le choc septique est associé a une augmentation significative du taux de MPs procoagulantes
circulantes, avec une augmentation significative de la génération de MPs endothéliales, leucocytaires
et plaquettaires, révélant ainsi I’atteinte spécifique d’un type cellulaire donné. L’augmentation des
MPs endothéliales circulantes témoigne d’une activation ou d’une apoptose endothéliale et pourrait
refléter et confirmer la dysfonction endothéliale décrite durant le choc septique. Les MPs d’origine
plaquettaire pourraient avoir un role, avec les plaquettes, dans le couplage inflammation-thrombose en
favorisant une génération accrue de thrombine. De plus, les MPs, principalement endothéliales et
plaquettaires, par un effet pro-inflammatoire démontré chez I’animal, interviennent dans la genese de
la dysfonction cardio-circulatoire du choc septique.

Parallélement aux dysfonctions endothéliale et cardiovasculaire, le choc septique est caractérisé par
une activation de la coagulation, responsable d’un état procoagulant et anti-fibrinolytique, qui peut se
compliquer d’une coagulopathie intravasculaire disséminée. Les MPs jouent un réle clé dans
I’activation de la coagulation, en augmentant la surface d’interaction avec les facteurs de Ia
coagulation circulants, en favorisant les interactions récepteurs/ligands et le recrutement des cellules
(plaquettes, monocytes, neutrophiles) au site initial de la réaction inflammatoire locale. Nous avons
déterminé que les microparticules pourraient constituer un marqueur diagnostique et pronostique au
cours du choc septique. En effet, dans notre étude, la génération de MPs procoagulantes est associée
de fagon précoce au développement d’une CIVD et pourrait ainsi constituer un marqueur de gravité
chez les patients en choc septique.

Les variations de la concentration et du phénotype des MPs au moment d’un choc septique sont donc
le reflet d’'une séquence particuliere d’activations cellulaires et devraient permettre a la fois une
nouvelle approche diagnostique de la dysfonction vasculaire du choc septique et une meilleure

stratification pronostique des patients pouvant développer une CIVD.
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Enfin, nous avons montré que I’effet des MPs est modulable pharmacologiquement et qu’elles
constituent ainsi des cibles thérapeutiques potentielles, qui permettraient de limiter 1’altération des
fonctions vasculaires et de défense de 1’hote contre I’agent pathogéne. Une partie des objectifs de
cette thése a concerné I’exploration des effets de la modulation pharmacologique des MPs par la
protéine C activée (PCa), pour ses propriétés anticoagulantes, sur la dysfonction hémodynamique,
dans un modéle de choc septique par péritonite chez le rat.

Nous retrouvons les modifications majeures du profil phénotypique des MPs circulantes chez les rats
septiques, avec 1’augmentation significative des concentrations en MPs leucocytaires, plaquettaires et
endothéliales. L’inoculation de ces MPs de rats septiques a des rats sains a des conséquences
hémodynamiques, puisqu’elle est responsable d’une diminution significative de la pression artérielle
moyenne des rats receveurs sains, reproduisant ainsi le profil hémodynamique du choc septique. A
I’opposé, le traitement des rats par la PCa permet de contrecarrer les effets hémodynamiques délétéres
des MPs émises par les rats septiques, en rapport avec une augmentation significative du contenu
microparticulaire en thromboxane A2 et de I’activité PCa microparticulaire. De plus, I’inoculation de
telles MPs a des receveurs sains est responsable d’une diminution de I’inflammation et du stress
oxydant cardiaque et vasculaire, et d’une modulation du phénotype des MPs chez les rats receveurs,
avec une augmentation significative du taux de MPs plaquettaires et endothéliales, confirmant ainsi

que les MPs sont des cibles pharmacologiques.

Les perspectives de ce travail sont nombreuses et nous avons tout d’abord prévu d’affirmer la
pertinence des MPs comme marqueur pathogéne et surtout diagnostique, en confirmant 1’intérét des
MPs endothéliales porteuses de CD105 comme outil diagnostique de la CIVD lors du choc septique,
dans une plus grande cohorte de patients. Nous avons prévu de doser les MPs porteuses du récepteur
de I'urokinase (uUPAR) pour évaluer 1’équilibre fibrinolytique chez ces patients.

Nous poursuivons ensuite la piste des MPs comme cible thérapeutique pharmacologiquement

modulable, en affinant et précisant les mécanismes d’action des MPs ainsi modulées, au niveau

192



moléculaire par la recherche de protéines modulées par les MPs septiques ainsi que des miARN
éventuellement associés, grace a des modéles cellulaires et ex-vivo.
Enfin, I’exploration dynamique de la clairance des MPs présente un intérét majeur dans le choc

septique, notamment chez des patients hémofiltrés.
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Abstract

Membrane shedding with microvesicle (MV) release after membrane budding due to cell stimulation is a highly conserved intercellular interplay.
MYV can be released by micro-organisms or by host cells in the course of infectious diseases. Host MVs are divided according to cell compartment
origin in microparticles (MPs) from plasma membrane and exosomes from intracellular membranes. MPs are cell fragments resulting from plasma
membrane reorganization characterized by phosphatidylsenine (PhtdSer) content and parental cell antigens on membrane. The role of MPs in
physiology and pathophysiology is not vet well elucidated: they are a pool of bicactive molecules able to transmit a pro-inflammatory message to
neighboring or target cells. The first acknowledged function of MP was the dissemination of a procoagulant potential via PhtdSer and it is now
obvious than MPs bear tissue factor (TF). Such MPs have been implicated in the coagulation disorders observed during sepsis and septic shock.
MPs have been implicated in the regulation of vascular tone and cardiac dysfunction in experimental sepsis. Beside a non-specific role, pathogens
such as Neisseria meningitidis and Ebola Virus can specifically activate blood coagulation after TF-bearing MPs release in the bloodstream with
disseminated intravascular coagulopathy and Purpura fulminans. The role of MPs in host-pathogen interactions is also fundamental in Chagas
disease, where MPs could allow immune evasion by inhibiting C3 coavertase. During cerebral malaria. MPs play a complex role facilitating the
activation of brain endothelium that contributes to amplify vascular obstruction by parasitized erythrocytes. Phagocytosis of HIV induced MPs
expressing PhtdSer by monocytes/macrophages results in cellular infection and non-inflammatory response via up-regulation of TGF-B.
© 2012 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Keywords: Microparticles; Microorgansms: Inflammation; Sepsis: Coagulopathy
Résumé

L’ émission de microvésicules (MVs) aprés bourgeonnement membranaire consécutif 2 une stimulation cellulaire est un moyen de communication
intercellulaire hautement conservé. Au cours des maladies infectieuses, les MVs peuvent avoir pour origine les micro-organismes ou les cellules de
I'hidte : ces dernidres sont séparées en microparticules (MPs) issues de la membrane plasmique et en exosomes dérivant des membranes internes.
Les MPs sont des fragments cellulaires caractérisés par un remaniement de la membrane plasmique avec externalisation de phosphatidylsérine
(PhtdSer) et la présence de molécules de la cellule mere. Le rble physiologique et physiopathologique des MPs commence 2 étre entrevu. elles
constituent un pool de molécules biologiguement actives, capables de transmettre ua potentiel pro-inflammatoire 2 des cellules cibles. La premigre
fonction reconnue des MPs a ét¢ la dissémination d’un potentiel procoagulant par I'intermédiaire de PhtdSer, mais aussi de la présence de facteur
tissulaire (FT). Depuis, les MPs ont é¢é impliquées dans la dysfonction cardiovasculaire au cours du sepsis et du choc septique. Les MPs porteuses
de FT sont le support de la coagulation intravasculaire disséminée au cours des infections A Neisseria meningitidis, mais aussi de la fidvre
hémorragique liée au virus Ebola. La maladie de Chagas se caractérise par une évasion immunitaire par inhibition de la C3 convertase par les MPs.
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Au cours du neuropaludisme. les MPs jouent un rile complexe ea facilitant I'activation de I'endothélium des vaisseaux cérébraux, ce qui contribue

a I'amplification de I"obstruction vasculaire par les hématies parasitées. Eafin, la phagocytose par les monocytes/macrophages de MPs induites
par le VIH se traduit par une dissémination sans réponse inflammatoise par régulation positive du TGF-B.

© 2012 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés,

Mats clés : Microparticules ; Microorganismes ; Inflammation ; Sepsis ; Coagulopathie

During the past century, the main progress was “communica-
tion™ to connect people, from telegraph to Internet, from trains
and transatlantic ships to individual cars and planes. But intercel-
lular communication is also the major mechanism for survival,
and the role of “microvesicles” is emerging along with direct
cell-to-cell interaction and soluble messengers.

Microvesicles were first described in the 1960s by Wolf,
as platelets derivatives less than 0.1 pm in size [1]. It now
seems obvious that shedding of microvesicles (MVs), by cells,
prokaryotes as well as eukaryotes, must be regarded as a major
intercellular pathway. In this review, we focused on microparti-
cles (MPs) shed by host cells in response o infectious agents,
and their role in sepsis. But we must first introduce shedding as
a ubiquitous phenomenon for life.

1. Microvesiculation: an overview

MVs are cellular fragments, less than | pum in diameter,
surrounded by a lipid membrane and containing cytoplasmic
components such as proteins or nucleic acids. They constitute
a storage pool of bioactive messengers able to difTfuse in flu-
ids, disseminating information to other cells. MVs could be
divided according 1o their origin (pathogen or host) and cellular
compartment (external or internal) (Fig. 1).

Briefly. pathogenic MVs are 50-100nm and have been iso-
lated in fungi, protozoa, viruses and bacteria. They are involved
in invasion and immunity evading. Bacterial outer membrane
vesicles (OMYV) are involved in LPS spreading during gram-
negative bacteriemia [2]. Host MVs have been closely studied
and their role in physiology and pathophysiology is gradually
being understood. MVs are called “exosomes” when vesicula-
tion occurs in the cytoplasmic compartment, whereas when it
occurs on the cell membrane after lipid exchange between inner
and outer leaflet, they are called “microparticles” (MPs) [3].
Virus-like particles (VPL) are another confounding type of MVs
shed from host plasma membrane after viral infection and lipid
rafl organization without lipid exchange [4]. In this review, we
focus on the emerging role of MPs in host-pathogen interactions.

2. What are microparticles?

2.1. Membrane remodeling and microparticles
characteristics

MPs are released from the budding plasma membrane of vir-
tually every eukaryotic cell type after stimulation or
(Fig. 2). This phenomenon is called “ectocytosis” [5] and MPs
are also known as “ectosomes™. Membrane phospholipid asym-
metry is ubiquitous: sphingomyelin and phosphatidylcholine

(PmdCho) are the main lipids of the outer leaflet whereas
phosphatidylserine (PhtdSer) and phosphatidylethanolamine
(PhtdEth) are located in the inner leaflet. The maintenance of
this lipid asymmetry depends on adenosine triphosphate (ATP)-
dependent transporters:

e an aminophospholipid translocase or flippase involved in
PhidSer and PhtdEth transport from the outer to inner leaflet
of plasma membranes against the concentration gradient:

e a floppase, which regulales the differential transbilayer
orientation of phospholipids and transports both aminophos-
pholipids and cholinephospholipids from the inner to the
outer leaflet. The combined action of translocase and floppase
seems to prevent and correct alterations in lipid distribution,
10 avoid potentially pathological consequences;

* a scramblase which requires the conslant presence of Cyto-
plasmic calcium [6]. This activity is bidirectional, and all
major classes move back and forth al comparable rates.
Moreover, cytoskeleton proteins help maintain membrane
phospholipid asymmetry by selectively interacting with
aminophospholipids.

Membrane remodeling is a crucial event in cell response
and is involved in apoptosis, hemostasis, and cell clearance. A
significant and sustained increase of cytosolic Ca**due to cell
stimulation may lead to the loss of membrane asymmetry by
stimulating scramblase and floppase activities, and concomi-
tantly inhibiting the flippase [7]. PhidSer is then exposed on
the outer leafiet of plasma membrane, with MP release after
cytoskeleton degradation by Ca®*-dependent proteolysis [8].
Moreover, the plasticity of plasma membrane lateral organiza-
tion in raft domains provides a basis for the shedding of specific
lipids and proteins within MPs, leading o a potential difference
in the protein and lipid composition of MPs of a same cellu-
lar origin [9]. The increase of cytosolic calcium may induce
the formation of temporary pores. Moreover, sphingomyelin
hydrolysis by sphingomyelinase occurs, allowing ceramide con-
centrations 1o reach a threshold enabling a mismaich between
the two membrane leaflets, and the creation of invagination [3].

MPs bear the phenotypic characteristics of the original cell
on their surface. Phenotyping MPs reveals their antigenic con-
tents and may help determine their cellular origin. Furthermore,
the MPs wall includes many receptors and adhesion molecules,
which enable specific interaction crosstalk with target cells. MPs
also contain various cytokines, enzymes, mRNA, and pan of
DNA. They can transfer receptors. organelles, and other pro-
teins to target cells, and also include a secretion pathway for
several cytokines. The multiple properties of MPs could play
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-~ PhtdSer (cuter lzaflet)
( Flippase

) Floppase
¥ Tissue Foctor

Fig. |. Shedding from prokaryotes and cukaryotes: different types of microvesicles. A. Gram-negative bactena feature the lipopolysacchande (LPS) anchored in the
outer bilayer membrane, peptidoglycans. and an inner bilayer membrane. Outer membrane vesicles (OMV) disseminate the LPS bound 10 the outer membrane, with
periplasmic proteins, curvature inducing proteins, and plasmids. B. Exosomes from cukaryote cells are derived from (1) inner vesicles enclosed in endosomes or
multivesicular bodies. (2) Vesicles fuse with plasma membrane, and (3) exosome coatent is released in the extracellular medium. C. Eukaryotes cell plasma membrane
remodeling allows membrane budding and shedding of microparticles (MPs). (1) Floppase activation allows phosphatidylserine (PhtdSer) to be externalized with (2)
cytoskeleton contraction and budding. (3) MP contains cytoplasmic components (RNA, proteins, etc.) and expresses PhtdSer and parental antigens on membrane,
constituting a storage pool of bicactive effectors such as Tissue Factor. D.(1) The virus interacts with cukaryote cells via membrane receptors, and (2) replicates
in the host cell using its machinery to synthesize viral components. {3) Viral particles may induce host cell apoptosis with plasma membrane remodeling as seen
ilC.(4)Ruthin¢(ﬂiﬂD)-¢lﬁdeWWMW&&MMWMDMQEMMMMM
response cvasion.

A. Les bactéries gram-négatives présentent sur leur enveloppe le Lipopolysaccharide (LPS) accroche sur une premiére membrane lipidique (bicouche ) du peptido-
glycane puis la membrane interne. Les vésicules de la membrane externe {OMV) disséminent le LPS ficé sur les OMV avec des protéines périplasmigues incluant des
protéines et des plasmides au sein de ces particules. B. Les exosomes des cellules eucaryotes résultent de vésicules internes (1) inclues dans des endosomes ou des
corps multivésiculaires. (2] Ces vésicules fusionnent avec la membrane plasmique apres migration intraceliulaire et (3) les exosomes contenus sont relargués dans
{'espace extracellulaire. C. Le remodelage de la membrane plasmigue des cellules eucaryotes conduit au bourgennnement et a la vésiculation des microparcules.
(1) L'activation de la floppase externalise la phosphatidylsérine associée a la contraction du cytosquelette (2) cela conduit au bourgeonnement membranaire.
(3} Les microparticules contiennent des composants cvioplasmiques (ARN. protéines, etc.) et expriment a lewr surface de la phosphatidylsérine et des antigénes
membranaires de la cellule d’origine (comme le facteur tissulaire) constituant ainst un pool de molécules biologiguement actives. D. Les virus interagissent avec
les cellules eucarvotes par des récepteurs membranaires et (2) se répliquent dans les cellules hites en utilisant sa machinerie cellulaire de I"héte pour la synthése
des composants virales. {3) Les particules virales peuvent induire I'apoptose de la cellule hite avec remodelage de la membrane plasmique comme en C. (4) Les
(e ro)-particules gui en résulte expriment PhidSer, contiennent de 'acide nucléique viral et pewvent disseminer aux cellules voisines avec augmentation de la
charge virale mais aussi contourner la réponse immunitaire.

a major role in propagating proinflammatory and procoagulant
states in sepsis but also have a cytoprotective effect [10].

MPs are highly characterized by PhtdSer content and this
aminophospholipid plays a major role in physiology and patho-
physiology [11]. Beside the assembly of vitamin K-dependent
coagulation factors allowing thrombin generation and coagu-
lation, PhtdSer has been involved in clearance of apoptotic
cells and in inflammatory response modulation. Externalization

of PhitdSer is a common feature of apoptotic cells and ele-
ments resulting from apoptotic cell fragmentation, and MPs
[3]. PhtdSer appears to be a major “eat-me” signal allowing
phagocytosis after direct recognition or in combination with
adaptors such as milk fat globule protein MFG-ES (also called
lactadherin), growth arrest-specific gene product GAS-6 (a vita-
min K-dependent protein analogue to protein S acting as a
ligand for MerTK), B2-glycoprotein-1, and C-reactive protein
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Fig. 2. Microparticle: an overview. In resting cells, phosphatidylcholine (PhtdChol, white circles) is the major outer leaflet component while negatively charged
phosphatidylserine (PhtdSer, red circles) is found in the inner leaflet; this asymmetry is maintained by flippase. an ATP-dependent aminophospholipid translocase.
After cell stimulation, ATP-dependent floppase disrupts the asymmetry resulting in externalization of PhitdSer and budding: then cytoskeleton contraction is necessary
for shedding. Resulting microparticles express PhidSer in the outer leaflet (allowing coagulation proteases assembly ) and parental cell proteins; inside, the cytoplasmic
Pour les cellules non activées, la phosphatidvicholine { PhidChol, cercles blancs) est le composant majenr de la couche externe de b
tandis que la phosphatidvisérine { PhtdSer, cercles rouges) chargée négativement est a la face interne de cette bicouche membranaire. Cette asymétrie est maintenue
par la flippase qui est une aminophospholipide-transiocase ATP-dépendant. Aprés stimulation cellulaire. la floppase ATP-dépendant modifie cette asymétne avec
externalisation de la PhidSer ; le bourgeonnement et la contraction du cytosquelette sont alors nécessaire pour la vésiculation. Les microparticules qui en résultent
expriment PhtdSer sur la membrane externe (permettant un assemblage des protéases de la coagulation) et des protéines de la cellule parentale : le contenu

cvtoplasmigue est composé de protéines, ARN et organelles.

[ 12-14]. PhtdSer is able to induce a non-inflammatory response

in phagocytes with down-regulation of TNF-a and up-regulation
of TGF-B [15]. Stabilin-2 or hepatic hyaluronan receptor is a
potent PhtdSer scavenger when acidosis is present; it may have
an important role during inflammatory response [16]. MPs sur-
vive longer than their parental cell, probably because of the high
concentration of MPs present in plasma, exceeding the clearance
capacity, and because their size does not allow optimal cellular
phagocytosis. Lactadherin is a macrophage opsonin implicated
in MP clearance [17]: experimental studies on knockout lac-
tadherin mice confirmed increased levels of circulating platelet
MPs, while lactadherin supplementation restored a normal clear-
ance of MPs. The role of secretory phospholipase A; (SPLA3)in
MP hydrolysis has also been suggested. Nevertheless, clearance
of MP in vivo remains controversial.

2.2. How can microparticle be detected, analvzed, or
quantified?

MPs could be viewed as artifacts, generated during blood
sample process. The absence of definitive guidelines for sample
processing remains the limitation of many clinical or experi-
mental studies. Recommendations are available regarding blood

sampling (citrate and rapid double centrifugation to eliminate

cells), isolation (12,000 g during 45 minutes twice), and conser-
vation (-20°C for a few days or —76° for longer periods).
Quantification and phenotyping may be performed by flow
cytometry using specific fluorescent antibodies and calibration
beads. functional prothrombinase assay (with PhtdSer as the
limiting factor) after capture of MPs on annexin-5 (total) or
specific antibodies, or even by protein content determination.
Electron microscopy, eventually of fresh frozen samples, may
be used to view MPs in relation with neighboring cells. Never-
theless, MPs analyses should be interpreted with caution. taking
into account the pitfalls of each method, and the purpose of the
experiment or clinical investigations [18].

3. Pathogens and hemostasis: microparticle has a major
role

Hemostasis activation occurs during sepsis with two effects:
o limiting bacteria growth and dissemination:
o and platelet and fibrin-rich clot deposition in microvasculature
with subsequent ischemia.

This activation may be first considered as a primary line
of host defence such as innate immunity and complement
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activation. Understanding the pathophysiology of hemostasis is
important to assess its crucial role in infectious diseases and
during severe sepsis and septic shock.

Blood coagulation is initiated by endothelial cell dam-

age resulting in tissue factor (TF) exposure by subendothelial
smounmclecells and secondary expression on endothelial
cells, with externalization of a negatively-charged phospholipid,
PhidSer allowing cascade of blood coagulation factors. In the
same time, platelet aggregation occurs via matrix collagen expo-
sure and ultra large von Willebrand factor polymer (ULVWF)
secretion from endothelial cell Weibel-Palade bodies. Thrombin
is generated at the site of cell damage, with platelet activation
and fibrin deposition, while inhibitory mechanisms are initiated:
tissue factor inhibition by TFPI (tissue factor pathway inhibitor),
factor (F) Va degradation by activated protein C with protein S
as cofactor, and inhibition of thrombin by antithrombin linked
o glycosaminoglycans of neighboring endothelial cells [19].
Secondary fibrinolysis occurs after plasminogen activation by
-PA (Fig. 3A).

Hemostasis activation differs greatly when targeted by
pathogens. The main sources of TF are not only vascular smooth
muscle and endothelial cells, but also circulating monocytes
and MPs-borne TF (whereas soluble TF without phospholipids
is not able to initiate FVII (auto)-activation). Circulating MPs-
borne TF allows a multifocal rather than disseminated initiation
of thrombin generation [20]. Moreover. MPs can deliver and
transfer TF to target cells (neutrophils and platelets) amplifying
activated cell surface exposition of concomitant TF and PhtdSer
[21]. MPs-borne TF has been implicated in Purpura fulminans
during meningococcemia and could act as the main initiator
of disseminating intravascular coagulopathy [22]. Nevertheless,
fibrin formation and deposition require massive thrombin gener-
ation independent from TF. This thrombin generation is mainly
located on activated platelets where Flla (thrombin) cleaves
platelet FXI linked to GPIba. Resulting FX1a becomes the major
activator of thrombin generation with assembly of tenase (FIXa-
FVIIla) and prothrombinase (FXa-FVa) complexes on activated
platelet surface. Circulating GPIba-MPs have been found after
platelet activation, and could be considered as another additional
surface for blood coagulation (Fig. 3B). Moreover, the contact
phase seems to be implicated in thrombin generation during the
infectious disease. FXII can be activated by kallicrein linked to
GPl-anchored u-PA receptor (uPAR) on endothelial cells, and
also by polyphosphates (PolyP) containing 100 to 200 inorganic
phosphate residues and disseminated in bloodstream by lysed
bacteria. PolyP (75 to 100 residues) contained in platelets and
secreted during activation are less potent to activate FXII [23].
MP bearing uPAR have been found in plasma. responsible for
fibrinolytic activity. They may also be a way for FX1la to dis-
seminate after pathogen invasion. Pathogens can interact directly
with host hemostasis, not only to evade host defense, but also to
invade it.

However MPs do not have only a deleterious effect.
Hemostasis activation is necessary for host defense and only
a deregulation with excessive thrombin generation could induce
organ dysfunction. MPs are essential to recruit target cells

(platelets, monocytes, neutrophils) (Fig. 3B) by disseminating

a procoagulant potential (via TF or GPIba with FVIia and
FXIa generation respectively). MPs could also be involved in
hemostasis regulation and fibrinolysis. MPs from monocytes
and endothelial cell could bear thrombomodulin (required for
activation of protein C by thrombin) and EPCR, the specific
receptor for protein C [24]. Thereafter, generation of activated
protein C could occur on MPs and send a cytoprotective message
(anti-coagulant and anti-apoptotic) to target cells via PAR-1 acti-
vation. Drotrecogin alfa activated (DAA) or recombinant human
activated protein C (Xigris®, Eli Lilly Inc.) was approved in the
treatment of septic shock up to August 201 1. DAA induced shed-
ding from endothelial cells, and MPs bore activated protein C
bound to EPCR [25.26].

4. Microparticles and vascular tone

Severe sepsis is characterized by a systemic inflammatory
response syndrome associated with hypotension. Septic shock,
the more severe form of infection, is defined by severe sep-
sis with persistent hypotension despite fluid loading and use of
Vasopressor.

Reactive oxygen species (ROS) overproduced during sep-
tic shock could alter both endothelial and circulating cell

functions. Activated platelets shed numerous MP (PMPs) not
only bearing procoagulant and pro-inflammatory molecules but
also superoxide anion able to induce oxidative stress to tar-
get cells (endothelial and smooth muscle cells) [27]. PMPs
seem to be involved in vascular tone dysfunction. Moreover,
MPs can bear NADPH oxidase activity involved in oxidative
stress [28]. In experimental studies, reactive nitrogen species
(RNS) have also been observed in MPs and could modulate
the nitric oxide pathway in smooth muscle cells, with impaired
response 10 vasoconslrictors not requiring inducible NO syn-
thase [29]. The role of MPs in this vascular dysfunction was
obvious in many experimental studies. Mortaza et al. were able
Lo induce hypotension in naive rats after challenge by pooled
MPs from septic rats (following cecal ligature and puncture)
whereas MPs from control rats had no effect on blood pres-
sure [30]. MPs could be derived from platelets. monocytes,
leucocytes, or endothelial cells. Platelet-derived MPs could pro-
mote monocytes-endothelial cells interactions but also deliver
RANTES to inflamed endothelium recruiting leucocytes allow-
ing diapedesis. IL-1pP is produced by monocytes and released
embedded in MPs soon after LPS challenge. Moreover, MPs
have been reported to modulate vascular tone and cardiac con-
tractility, at least in isolated hearts. These MPs are not related 1o
a specific pathogen but to the inflammatory host response and
may contribute to disseminate pro-inflammatory stimuli.

5. Role of microparticles in specific Infectious diseases

MPs have been found during sepsis whatever the causative
pathogen. These MPs are shed in response to various stimuli
such as LPS, induced-chemokines, or cytokines. Nevertheless.,
specific MPs have been characterized in the course of some
infectious diseases, enhancing their pathophysiological role in
host-pathogen interactions. We reviewed five diseases with a
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Fig. 3. Physiological hemostasis and pathogen-induced coagulopathy. A. Pathogen-induced hemostasis differs greatly from normal hemostasis. The lipopolysac-
charide (LPS) activates endothelial cells and monocytes after binding to its seasor CD14/MD-2/TLR4 complex. TF is up regulated and PhtdSer externalization
occurs allowing coagulation factors assembly. Microparticles are gencrated from activated monocytes, platelets, and endothelial cells bearing not only TF but
also GPlba with dissemination of a procoagulant stimulus. TF+-MPs can transfer functional TF to target cells such as platelets and neutrophils. increas-
ing surface assembly for blood coagulation. B. Physiological hemaostasis. Endothelial cell lesion initiates (normal) hemostasis when sub-eadothelial collagen
is exposed. Platelets are activated by collagen and ultra-large von Willebrand factor (ULvWF) with subsequent GPIIbllla (allbB3) activauon allowing fib-
rinogen to bridge activated platelets. TF is de-encrypted by endothelial cell aggression and expressed by smooth muscle cells. When floppase is activated
with PhtdSer externalization it allows coagulation factors to assemble on the cell surface. In a first stage (initiation), thrombin (Flla) is generated, with
subsequent cofactor FV and FVIHl activation (in FVa and FVIlla respectively), and FXI induces platelet GPlba activation. Thercafter, thrombin genera-
tion occurs on activated platelet with fibrinogen conversion to soluble fibnn, whereas FXII is activated by Flla, allowing soluble fibrin monomers to polymer-
ize. Fibrin mesh includes activated platelets and erythrocytes (not shown) to form the clot. Non-aggressed neighboring cells participate in the regulation: inhibition
of TF by TFPI-FXa. gencration of activated protein C (APC) by thrombomodulin-Flla, and inhibition of free thrombin by antithrombin linked to glycocalyx.

A. La réponse hémostatigue induite par les pathogenes differe grandemens de I'hémostase normale. Le lipopolysaccharide (LPS) active les cellules endothéliales et les
monocytes apreés liaison au complexe CD14/MD-2/TLR4. Le géne du facteur tissulaire (TF) est sur-exprimé et I'externalisation de PhidSer conduit a assemblage
de facteurs de la coagulation a la surface des cellules lésées. Les microparticules somt produites a partir des monocytes activés, des plaqueties et des cellules
endotheliales comportant TF mais aussi GPlba avec dissémuination du stimulus pro-coagulant. Les microparucules TF+ peuvent transferer du facteur tissulaire
Sfonctionnel aux cellules cibles comme les plaguettes et les granulocytes neatrophiles augmentant la surface disponible pour la coagulation sanguine. B. Hemostase
physiologique. L'initiation de I'hémostase normale est une lésion de la cellule endothéliale avec Iexposition du collagéne sous-endothélial. Les plaquettes sont
activées par le collagene et le facteur von Willebrand de haut poids moléculaire (ULvWF) avec Iactivation du GPIIbilla («ldlbB3), le fibrinogéne faisant le liant
entre les plaguettes activées. Le facteur tissulaire est dé-encrypté par 'agression des cellules endothéliales et est exprimé par les cellules musculaires lisses. Quand
la floppase est activée avec I'externalisation de PhidSer, cela forme une association de facteurs de la coagulation i la surface cellulaire. Lors de U'initiation, de la
thrombine est générée ( Flia), avec comme corollaire Iactivation des co-facteurs FV et FVIll (en FVa et FVilia respectivement ) et la liaison du FXI induit Uactivation
du GPlba plaguetiaire. Ainsi la génération de thrombine se produit a la surface plaguettaire avec la conversion du fibrinogéne en fibrine soluble tandis que FXIIT
est activé par Flla permetiant la polymérisation des eres de fibrine. Les mailles de fibrine incluent des plaguettes activées et des érvthrocytes pour former
le clou plaquettaire. Les cellules voisines qui ne sont pas agressées participent a la régulation de la coagulation : inhibition du TF par TFPI-FXa, génération de
proteine C activée (APC) par le complexe thrombomoduline-Flla (inhibant FVa) et I"inhibition de la thrombine libre par |'antithrombine liée au glycocalyx.

recently documented role of MPs; meningococcemia and Ebola
hemorrhagic fever in which TF-bearing MPs are involved in dis-

seminated intravascular coagulopathy, Chagas disease in which
MPs seem to allow evading immunity, malaria, and HIV infec-
tion.

5.1. Meningococcemia

Neisseria meningitidis is a commensal gram-negative bac-
teria located in the throat in nearly one-third of humans.
Eventually, the bacteria can invade tonsils and therefore be

responsible for a systemic infection, meningococcemia. The
most severe clinical presentation is P. fulminans with co-existing
thrombotic and hemorrhagic manifestations, extensive limb
skin necrosis, acute renal failure, coma, and defibrination with
uncontrolled oozing from venipuncture sites and mucosal hem-
orrhage. The biological features of disseminated intravascular
coagulopathy are always present, with rapid and severe deple-
tion in antithrombin and protein C with low thrombomodulin
expression on endothelial cells of skin biopsies. Nieuwland
et al. demonstrated the role of TF-bearing MPs derived from

monocytes in the pathophysiology of coagulopathy (Figure 3B)
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[22]. These results were confirmed and elucidated recently by
Ovstebp et al. using wild-type N. meningitidis (wi-Nm), LPS-
deficient N. meningitidis (1ps™-Nm), and purified N. meningitidis
LPS (LPS-Nm) (without phospholipids). TF-expression on
monocytes was not different according to the stimulus, whereas
TF-activity was greatly reduced by both LPS-Nm and Ips -
Nm: moreover, TF-MPs shedding was also decreased., resulting
in a reduced pro-coagulant activity. Both TF expression and
PhtdSer externalization are required for TF-activity on mono-
cytes (and on MPs). IL-10, an anti-inflammatory cytokine,
reduces TF-expression on monocytes and TF-MPs shedding
after LPS challenge. The authors confirmed a decreased in TF-
activity and PhtdSer on both monocytes and MPs when using
recombinant IL- 10, whereas TF-expression was slightly reduced
[31].

5.2. Ebola hemorrhagic fever

Ebola virus (EBOV) belongs to the filoviridae family, like
the Marburg virus (MARV): it is an enveloped. non-segmented.
clearly identified. but bats are suspected hosts. Human contam-
inations occur after contact with infected animals. monkeys
or more recently pigs. These infections occur as outbreaks
almost always in Africa; after a 4- to 10-day incubation
period, the disease symptoms are chills, fever, malaise, and
myalgia. The systemic symptoms are gastrointestinal, neu-
rological, respiratory involvement, and shock as in bacterial
septic shock. The main characteristic is hemostatic symptoms
with P.fulminans-like thrombotic and hemorrhagic manifes-
tations. Signs of disseminated intravascular coagulopathy are
present (thrombocytopenia, coagulation factors consumption,
early protein C level sharp fall, and elevated n-dimers) [32].
The overexpression of TF from monocytes/macrophages is the
primary event, with TF-bearing MPs production in a non-human
primate model of EBOV infection [33], No specific treatment
is available and supportive therapy is mandatory. Anticoagu-
lant therapy by recombinant activated protein C (thAPC, DAA),
but also by recombinant nematode anticoagulant protein ¢2
(rNAPc2) and TFPI were effective to prevent death in macaques.
in experimental infection [34].

5.3. Chagas disease

Chagas disease is due to Trypanosoma cruzi infection. This
parasite evades the innate host defense and MPs are involved
in this evasion via a specific mechanism, unique at this time.
Trypomastigotes enter host cells, soon after transmission by
insect, where they differentiate in amastigotes and secondar-
ily in trypomastigotes, before disrupting host cells to infect
other cells or be ingested by an insect vector. Complement acti-
vation can occur by usual or by lectin pathways on infected
cells. Both pathways resull in C3-convertase (C4b2a) assembly.
C3-convertase hydrolyzes C3 in C3b which cleaves C5 in C5b
whereas C3a and C5a are anaphylotoxins implicated in leuko-
cyte recruitment. C5b with C6, C7, C8 and C9 together form
a pore in plasma membrane also known as membrane attack

complex (MAC). Cestari el al. [35] observed a release of MPs
from infected cells into the bloodstream. These MPs are able to
bind C3 convertase (C4b2a) assembled on 7. cruzi, inhibiting
C3 activation and MAC assembly. Factor H. a key regulator of
the alternative pathway. is able to bind to sialic acid and there-
fore inactivate C3 (iC3b), All this data suggests that T. cruzi can
evade innate immunity. preventing both complement-induced
lysis and neutrophil granulocyte recruitment by anaphylotoxins
C3a and C5a. Moreover, released MPs carry TGF-B, a cytokine
implicated in 7_ cruzi infectivity of epithelial cells and cardiomy-
ocyles with acute and chronic fibrosis. The facilitating role of
TGF-B-MPs was proved in a murine model of Chagas disease.
MPs allow increased parasitemia when injected simultaneously
with 7. cruzi [35].

5.4. Cerebral malaria

Malaria is a very common disease due to Plasmodium sp.
parasites and transmitted to humans by a mosquito during
its blood meal. Malaria is characterized by recurrent fever.
hemolytic anemia, and thrombocytopenia: severe presentations
of P falciparum infection could lead to cerebral malaria and
death. These clinical presentations associate severe thrombocy-
topenia, acute renal failure, and coma without schizocytosis.
Nevertheless, there are specific features such as the absence
of endothelial cell activation, and a relatively low level of
fibrinolysis with low p-dimers, despite fibrin deposit in cap-
illaries, reflecting a partial activation of hemostasis [36,37].
Shedding of GPIba is well characterized but does not seem
to be implicated in thrombocytopenia [38]. ULVWF are also
found in patients’ plasma and ADAMTSI3 (ULVWF pro-
tease) activity is decreased independently from usual inhibitors
such as free hemoglobin, FVIIIL, IL-6, or thrombospondin-1
[39.40].

Microparticles have been found during malaria and par-
ticularly in cerebral malaria. MPs originate from platelets,
erythrocytes, endothelial cells, and monocytes: they have var-
ious roles in the pathophysiology of cerebral malaria. The lack
of ABCAL. a lipid transporter implicated in MPs shedding in
transgenic mice, protects from severe malaria with lower MP
levels in plasma [41]. Platelet MPs (PMPs) can interact specif-
ically with parasitized red blood cells (PRBCs) and deliver
platelet antigens to PRBCs increasing their ability to bind to
brain endothelial cells. Moreover, PMPs can also transfer anti-
gens to brain endothelial cells changing their phenotype. These
phenomena may contribute to amplify vascular obstruction by
PRBCs observed during cerebral malaria [42]. Both PRBCs
and non infected cells can generate MPs but to a lesser extent;
shedding of MPs from non infected cells is regulated by heme
products released by PRBCs during schizonte rupture and can
be partially reversed by anti-oxidant N-acetyl cysteine [43]. MPs
from infected mice could also activate monocytes/macrophages
in vitro with CD40 and TNFa overproduction [44]. Another
feature is the role of platelet factor 4 (PF4/CXCLA4) in the devel-
opment of both vascular occlusion and inflammation after direct

activation of platelets by infected erythrocytes [45].
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5.5. HIV infection

Human immunodeficiency virus (HIV) is a retrovirus able
to evade inflammatory response. HIV induces cell apoptosis
with PhtdSer extemalization after cell endocytosis. The resul-
ting viral particles express PhtdSer and look both like virion and
MPs (Fig. 1D) [46]. Phagocytosis by monocytes/macrophages
results in cellular infection and non-inflammatory response via
up-regulation of TGF-B [47]. Moreover, annexin-AS, a potent
inhibitor of PhtdSer, is able to dramatically reduce HIV (micro-)
particle uptake by macrophages with reduced infectivity [48].
Nef or negative factor of HIV-1 is an accessory protein associ-
ated with viral persistence, infectivity, and disease pathogenesis.
Nef is released by HIV-infected cells on microvesicles (mvNerf)
also bear CD45, but these particles do not contain retrovi-
ral material and are distinct from virions. The authors of a
clinical study reported that mvNef was present despite HAART
(highly active antiretroviral therapy) and seemed 1o induce apop-
tosis in target cells in vitro (T-lymphocytes but not monocytes)
[49].

An increased risk for thrombosis and atherosclerosis with
myocardial infarction was observed during HIV infection. even
with HAART. The authors of a recent study reported that
HIV patients presented an increased activation of platelet MPs
expressing P-selectin and/or tissue factor. TF-PMPs were cor-
related with TF expression on monocytes and soluble CD14 (a
marker of LPS-induced monocyte activation) but not with HIV
plasma level or CD4 count [50].

6. Conclusion

Membrane budding and (micro)-vesicle shedding may be
considered as a highly conserved cell-to-cell interplay mech-
anism. Both microorganism and host shed MVs in the course
of infectious diseases. Microparticles are MVs derived from
the plasma membrane of host cells after lipid remodeling cha-
racterized by PhidSer externalization. MPs constitute a pool
of bioactive messengers and play a role in the pathophys-
iology of sepsis and septic shock. MPs are able to induce
hypotension, cardiac hypocontractility, and to disseminate tis-
sue factor. Beside these non-specific roles, MPs could be
implicated in the specific pathogenicity of some infectious
diseases. We mentioned several typical implications of MPs
in five infectious diseases: dissemination of a procoagulant
phenotype by TF-MPs with thrombotic/hemorrhagic clini-
cal settings during meningococcemia and Ebola hemorrhagic
fever; evading immunily in Chagas disease; and the role of
MPs in cerebral malaria with vascular occlusion and non-
inflammatory response after HIV dissemination by infected-cell
MPs.
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Résumé Le choc septigue est camacténisé par une intense
activation cellulaire inflammatoire, & I'ongine d’un remode-
lage de la membrane aboutissant a la libération de micropar-
ticules. Les microparticules constituent une réserve de bio-
effecteurs qui modulent de nombreuses fonctions vasculai-
res. Au cours du choc septique, 1’ interaction hote-pathogéne
peut étre responsable de la génération de microparticules
procoagulantes d'origine endothéliale, plaquettaire, érythro-
cytaire ou granulocytaire, susceptibles d’activer la réponse
inflammatoire, 1’apoptose cellulaire et la coagulation. Certai-
nes microparticules pourraient promouvoir I'importante dys-
fonction vasculaire observée au cours du choc septique, par-
ticiper 4 la modulation du statut oxydant ou encore,
participer 4 la génération d'un état de coagulopathie dissé-
minée. Ce ravail constitue une mise au point sur les demié-
res connaissances accumulées sur les propriétés biologiques
des microparticules pour tenter d”identifier leur implication
dans le choc septique, comme marqueur biologique ou cible
thérapeutique potenticlle.
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Abstract Scptic shock is characterized by an increased
inflammatory process and cell activation, inducing membrane
represent a pool of bioactive effectors that modulate several
vascular functions. During sepsis, host- pathogen interaction
leads to the generation of endothelium-, platelet-, erythrocyte-
and granulocyte-derived procoagulant microparticles, which
could promote cellular inflammatory response, apoptosis
and activate coagulation. Microparticles may also potentially
participate in the arterial dysfunction characterizing septic
shock, tune the oxidative status and induce procoagulant state.
This review focuses on the latest knowledge accumulated on
the biological propertics of microparticles in order to identify
thar involvement in sepsis or septic shock, as a biological
marker or potential therapeutic target.

Keywords Microparticles - Sepsis - Endothelial
dysfunction - Coagulation - Inflammation

Introduction

vasculaire, avec une vasoplégie réfractaire aux traitements
vasopresseurs et associée a une défaillance multviscérale
[1], dont les mécanismes ne sont pas encore parfaitement
¢lucidés. Tls associeraient des anomalies de la coagulation
et de la perfusion 4 une atteinte cytotoxique directe par les
agents infectieux, ou indirecte par les médiateurs de I'in-
flammation. Au cours du choc septique, I'intense activation
cellulaire est & I"ongine du bourgeonnement de la membrane
plasmigue qui est caractérisée par la libération de micropar-
ticules dans le milicu environnant.

Bientdt cinquantenaires dans leur description, les micro-
particules connaissent un intérét croissant en recherche
clinique, alors qu'clles ont longtemps ét¢ considérées
comme des débns cellulaires dépourvus de fonction biolo-
gique propre, témoins d'une activation ou d'une destruction
cellulaire [2]. Ces « entités membranaires » se¢ comportent
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comme de wéritables effecteurs cellulaires capables de
moduler de nombreuses réponses vasculaires et tissulaires
[3]. En effet, clles véhiculent un signal biologique propre
aux conditions d¢ leur émission par la cellule parentale ;
leurs caracténstiques membranaires leur conférent des
propriétés généralement procoagulantes, pro-inflamma-
toires et pro-apoptotiques, mais aussi pro-fibnnolytiques.
Sclon le contexte physiopathologique, les microparticu-
les peuvent s'avérer bénéfiques ou délétéres pour I'orga-
nisme [4). Chez I'homme, en dehors de toute situation
pathologique, les microparticules sont détectables & de fai-
bles concentrations dans le sang et dans les fluides biolo-
giques et témoignent de I'homéostasie cellulaire des tissus
[5,6). Dans le compartiment vasculaire, clles seraient prin-
cipalement d’origine plaquettaire [7]. Des taux élevés de
microparticules circulantes sont retrouvés dans de nom-
breuses pathologies thrombotiques, inflammatoires, trau-
matiques ou canoéreuses [8-12].

Au cours du choc septique, une génération excessive de
microparticules d'ongine endothéliale, plaquettaire ¢t mono-
cytaire, mais aussi érythrocytaire ou granulocytaire, est rap-
portée. Dans ce contexte particulier, leurs propriétés pro-
inflammatoires et pro-apoptotiques favoriseraient la survenue
d'un syndrome de défaillance multiviscérale. Chez le rat, il a
¢tédémontré que les microparticules pourraient ainsi promou-
voir I"importante dysfonction vasculaire observée au cours
du choc septique, participer 4 la modulation du statut oxydant
ou encore contribuer & un état procoagulant [13].

Cette revue déent briévement les différentes propriétés
des microparticules et leurs effets sur les réponses vasculai-
res mises en jeu au cours du sepsis ou du choc septigue,
ainsi que leur intérét comme marqueur biologique ou cible
thérapeutique.

Propriétés physicochimiques
des microparticules

Les microparticules libérées dans I'espace extracellulaire et
détectées dans les fluides biologiques sont des fragment sub-
microniques de membrane plasmique dont la taille varie de
0,05 a 1 pm de diamétre [ 14)]. Elles sont émises par la cellule
parentale sous I'effet d'un stress provoquant le réamange-
ment des phospholipides anioniques entre les deux fewllets
de la membrane qui, déstabilisée, bourgeonne [15)]. Toute
cellule est susceptible d'émettre des microparticules pour
autant qu’un stress approprié lui soit appliqué. Les micropar-
ticules détectées dans le plasma dérivent pour leur majonte
des cellules circulantes (plaquettes, leucocytes et érythrocy-
tes) et des cellules qui composent la paroi vasculaire, princi-
palement les cellules endothéliales, les macrophages et les
cellules musculaires lisses [14). Les microparticules portent
les camactéres spécifiques de la cellule émettrice. Ainsi, les

& springer

antigénes de surface permettent 'identification de 1'origine
cellulaire, parfois méme du type de stress appliqué lorsqu’il
se¢ traduit par des modifications de la composition protéique
membranaire [16). Les microparticules ont la capacité de
fusionner avec les membranes plasmiques d'autres cdllules
ou microparticules, ¢t sont susceptibles d’acquérir des anti-
geénes différents de ceux de la cellule parentale et de les
transmettre [17,18]. In vivo, le thrombus en formation
constitue un exemple de focalisation des microparticules leu-
cocytaires et plaquettaires favorisant la constitution de nou-
velles espéces hybrides exhibant des antigénes propres aux
deux lignées [19).

Dans le vaisscau, les microparticules sont considérées
comme procoagulantes en raison de la phosphatidylsérine
(PhtdSer) exposée dans le feuillet exteme de leur membrane.
C’est un phospholipide anionique qui constitue la surface
catalytique nécessaire 4 la fixation des facteurs de la coagu-
lation vitamine K-dépendants plasmatiques ot & leur assem-
blage sous la forme des complexes de la cascade de la coa-
gulation. En outre, certaines microparticules émises par les
cellules endothéliales ou les monocytes portent du facteur
tissulaire (FT) actif, qui est I"initiateur cellulaire de la cas-
cade de la coagulation (voir ci-aprés).

Les propriétés d’effecteur cellulaire des microparticules
reposent sur leur capacité a se lier a des cellules cibles nai-
ves, auxquelles elles transmettent des médiateurs protéigues,
lipidigues ou nucléotidiques (miRNA) (Fig. 1).

Composition des microparticules
et mécanismes de formation

La membrane des microparticules refléte donc 1'état d’acti-
vation cellulaire, notamment par la composition du feuillet
exteme en phospholipides anioniques, mais aussi parfois par
I'enrichissement en protéines particuliéres exprimées cn
grande proportion par la membrane des cellules activées,
comme la E-sélectine, la P-sélectine ou le FT [20,21]. De
plus, elles conticnnent des protéines et récepteurs transmem-
branaires ; ceux-ci peuvent étre sélectivement exportés ou au
contraire exclus de la microparticule en fonction de leur
regroupement transversal dans les domaines lipidiques
membranaires appelés rafts, qui sont réorganisés au cours
du stress, ainsi que des composés cytosoliques (enzymes,
facteurs de tmanscription, ARN messagers, interleukine
(IL)-1, regulated and normal T-cell expressed and secreted
[RANTES)).

Les microparticules et leurs propriétés sont & distinguer
d'une autre forme de vésicule d’origine endosomale, les
exosomes qui ne portent pas de PhtdSer, sont de tille infé-
ricure et fortement enrichis en protéines de la famille des
tétraspanines [22].
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Fig, 1 Aucours du choc septique, I"interaction hite-pathogéne est responsable de la génération de micropanicules procoagu lantes d'ori-
gine endothéliale, plaquettaire, érythrocytaire et granulocytaire. Ces microparticules mterviennent dans la régulation de I’homéostasie
vasculaire, Il a été démontré dans différentes pathologies inflammatoires que les microparticules sont & I'ongine d'une dysfonction endo-
théliale et d'une aliération de la relaxation vasculaire NO-dépendante, induisent I"expression de la de iNOS et de la COX-2 et la produc-
tion de prostacycline, impliquée dans la vasodilatation et I'nhibition de I’activation plaquettaire, et I'inhibition de la eNOS. Les micro-
particules porteuses d’anion superoxyde pourraient également augmenter le stress oxydant et diminuer la biodisponibilité du NO
en indwisant la génération d’espéces réactives de I'oxygeéne par les cellules endothéliales et musculaires lisses, et en produssant elles-
mémes de I'anion superoxyde. De plus, les microparticules jouent un role clé dans la régulation de la coagulation et pourraient intervenir
dans la coagulopathie du choc septique : en exprimant la PhtdSer & leur surface, les microparticules permettent I'assemblage des facteurs
de la coagulation vitammne K-dépendants et la génération de thrombme ; les microparticules monocytaires et endothéliales portent
4 leur surface de la thrombomoduline nécessaire & 1'activation de la protéine C par la thrombine et le récepteur de la protéine C, EPCR.
Enfin, les microparticules monocytaires participent & la dissémination d'un potentiel procoagulant en exprimant le FT & leur surface.
CD14 : cluster de différenciation 14 ; COX-2 : cyclo-oxygénase 2 ; EPCR : endothelial proteine C receptor, récepteur de la protéine C ;
ERO : espéces réactives de I'oxygéne ; FIl : prothrombine ; Flla : thrombine; FT : facteur tissulaire ; FVIla : facteur VII activé ; GPIb :
glycoprotéine Ib ; ICAM-1 : intercellular adhesion molecule-1, molécule d’adhésion intercellulaire 1; IL-1p : interleukine-1 béta ; IL-6:
mterleukine-6 ; IL-8 : interleukine-8 ; INOS : NO synthétase inductible ; LPS : lipopolysaccharides ; MPs : microparticules ; Nf-xB : fac-
teur de transcription nucléairekappa B ; NO : monoxyde d'azote ; PGI2 : prostacycline ; PhtdSer : phosphatidylsérine ; TNF-u : facteur
de nécrose tumorale-alpha ; VCAM-1 : vascular cell adhesion molecule-1, molécule d’adhésion cellulaire vasculaire 1

La distribution asymétrique des phospholipides de la
membrane plasmique et sa réorganisation aprés activation
cellulaire sont gouvernés par un ensemble de transporteurs
(flippase, floppase et scramblase), qui assurent la translo-
cation des lipides entre les deux feuillets [23]. Au repos, la
PhtdSer et la phosphatidyléthanolamine, les deux amino-
phospholipides susceptibles d’exhiber une charge négative,
sont séquestrés dans le feullet interne. Elles sont translo-
quées dans le feuillet externe aprés activation cellulaire,
tandis que les fortes concentrations calcigues cytosoliques
favonisent I'inhibition de la translocase responsable de

I"internalisation des phospholipides anioniques, mais aussi
1"activation des calpaines et la dégradation du cytosquelette
qui facilitent le bourgeonnement cellulaire. La redistribu-
tion des phospholipides anioniques est généralement consi-
dérée comme dépendante des entrées calciques qui peuvent
étre mobilisées en réponse a4 un agoniste cellulaire via les
canaux SOCE (Store Operated Channel Entry), mais aussi
d’autres canaux calciques comme P2X1 dans les plaguet-
tes. D’autres canaux ioniques comme les Gardos channels
{canaux potassiques) ont ¢ét¢ impliqués dans ces remanie-
ments [23).
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Microparticules et réponse inflammatoire

Au cours des infections a bacilles gram-négatifs, la réponse
inflammatoire induite par le lipopolysaccharide (LPS)
constitue un des prindpaux mécanismes de défense de I'hédte
contre I"agent pathogéne. Dans le plasma, le LPS est reconnu
par les monocytes et macrophages. 11 est ransporté par la
protéine de liaison LBP (LPS hinding protein) jusqu’a son
récepteur. Le complexe LPS-LBP interagit avec le CD14,
une glycoprotéine de surface exprimée par les cellules myé-
loides, co-récepteur de Toil Like Receptor 4 (TLR4). La for-
mation d’un complexe CD14/TLR4 par I'intermédiaire de la
protéine membranaire adaptatrice MD2 mitic la ransduction
du signal avec séerétion de cytokines pro-inflammatoires,
expression du FT et activation de "apoptose [24).

Dans le monocyte, le LPS active en effet de nombreuses
voies de signalisation intracellulaires, dont les voies kB
kinase (IKK)-NF-xB et des MAPK (mitogen-activated pro-
tein kinases), ERK1 & 2 (extracellular signal-regulated
kinases), INK (c-Jun N-terminal kinase) et p38 [24]. Dans
le vaisscau, les microparticules contnibueraient a I’amplifica-
tion de cette réponse inflammatoire au LPS par différentes
voics. En effet, chez les animaux traités par du LPS, les
concentrations en microparticules leucocytaires circulantes
sont augmentées ct il a ét¢ démontré in vitro que les micro-
particules leucocytaires favorisent la séerétion de cytokines
pro-inflammatoires (IL-6) par les cellules endothéliales [25].
Les mécanismes d’amplificaion de la réponse monocy-
taire pourraient étre relayés par le récepteur P2X7. En effet,
I"activation du récepteur P2X7 induit un influx calcique
rapide et majeur, stimulant la translocation de la PhtdSer
sur le feuillet externe de la membrane cellulaire et aboutis-
sant 4 la vésiculation membranaire [26]. De plus, suite & un
stimulus pro-inflammatoire initial, MacKenzie et al. ont
montré que 'activation du récepteur P2X7 serait a Morigine
de T'exportation d'IL-1p mature dans les microparticules
monocytaires. L'IL-1 délivrée par les microparticules a une
action paracrine sur les réceptewrs de I'IL-1 des cellules
avoisinantes, favorisant la libération de cytokines et contni-
buant ainsi & une premiére boucle d’amplification de la
réponse inflammatoire [27,28]. En effet, I'activation endo-
théliale par les monocytes est dépendante de la concentra-
tion en IL-1f et promeut la synthése et I'expression de
molécules d’adhésion (ICAM-1 : intercellular adhesion
molecule-1, VCAM-1 : vascular cell adhesion molecule-1)
et de E-sélectine, favorisant I'adhésion leucocytaire [29).

La contribution des récepteurs P2X7 a la réponse inflam-
matoire est multiple et les interactions avec les microparti-
cules restent encore a explorer, notamment au cours de
I"extravasation des lymphocytes T vers les sites d'inflamma-
tion, mécanisme dans lequel les microparticules ont &t
impliguées [30]. De maniére intéressante, il a ¢ proposé
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que les plaquettes, qui possédent les récepteurs TLR4, soient
capables sous 1'effet du LPS d’exporter de I'IL-1p dans les
microparticules et de participer au couplage inflammation-
thrombose en favorisant la production d'ICAM-1 par les
cellules endothéliales [31].

Enfin, les microparticules peuvent contenir d’autres pro-
téines impliquées dans les processus inflammatoires, notam-
ment celles constitutives de I'inflammosome, une plate-
forme fonctionnelle de la réponse innée qui est activée par
la recomnaissance de motifs moléculaires particuliers des
pathogénes. L'activation de 'inflammosome déclenche la
synthése de cytokines pro-inflammatoires, favorise la matu-
raton de I'IL-1P et peut conduire & la mort cellulaire par
pyroptose. La composition de I'inflammosome, essenticlle-
ment décnt dans les cellules granulocytaires, varie avec le
signal inducteur (LPS, cristaux d'acide urigue, composan-
tes virales et bactériennes diverses) Parmi les ééments
constitutifs de cet assemblage oligoménque, il y a des récep-
teurs comme NLRP3 (nucleotide-binding domain, leucine
rich repeat containing protein) Ou certaines caspases pro-
inflammatoires comme les caspases 5 et 1 [32].

Effets des microparticules sur I"homéostasie
vasculaire

Les microparticules, en tant que bio-effecteurs, pourraient
intervenir dans la genése de ladysfonction cardiocirculatoire
caractérisant le choc septique, notamment en agissant sur la
régulation du tonus vasculaire. Les microparticules endothé-
liales circulantes, dont la concentration est peu importante &
I’état physiologique, sont augmentées dans de nombreuses
pathologies cardiovasculaires (syndrome coronarien aigu,
hypertension arténelle sévére, syndrome métabolique, insuf-
fisance rénale terminale, diabéte de type 1...) ; elles consti-
tuent un marqueur d’activation, voire d’spoptose, mais aussi
de dysfonction endothéliale [33,34). Dans le compartiment
vasculaire, les microparticules circulantes sont capables
d’agir 4 la fois sur les cellules endothéliales qui constituent
une surface d’interaction importante [35-37] et parfois sur
les cellules musculaires lisses [37,38] avec une action pos-
sible sur la réactivité vasculaire, notamment via unc régula-
tion de la production cellulaire de monoxyde d’azote (NO),
vasodilatateur puissant, antiagrégant plaquettaire et facteur
de survie essentiel pour les cellules endothéliales [39]. Au
cours de la préédampsie, les concentrations circulantes des
microparticules lymphocytaires et granulocytaires sont aug-
mentées [9]. Ces demiéres sont capables d’ induire une hypo-
réactivité vasculaire chez les souns gestantes, via une
augmentation de I'expression de la NO synthétase induc-
tible (iNOS) avec surproduction de NO et réduction de la
contraction vasculaire, qui va contrecarrer I’augmentation
de la synthése de métabolites vasoconstricteurs dérivant de
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la cyclo-oxygénase 2 (COX-2) [40,41). Chez les patients
diabétiques, coronariens ou insuffisants rénaux, il a égale-
ment ¢ét¢ montré gue les microparticules diminuent la bio-
disponibilite du NO et sont & I'origine d’une dysfonction
endothéliale et d'une altération de la relaxation vasculaire
NO-dépendante [35], par diminution et/ou inhibition de la
NO synthétase endothéliale (eNOS) [36,42).

Certaines microparticules pourraient également promou-
voir I'importante vasoplégie observée au cours du sepsis
[13,43]. L'inoculation des microparticules « septiques » chez
le rat sain entraine une diminution significative de la pres-
sion artérielle moyenne sans variation significative des
débits carotidien et portal. Le transfert d”acide arachidonique
pourrait induire 'expression de la COX-2 et la production de
prostacycline impliquée dans la vasodilatation et I"inhibition
de I'activation plaquettaire [44]. Plus récemment, il a é@
montré que des microparticules d'origine lymphocytaire
étaient capables d’induire une hyporéactivité vasculaire en
induisant la synthése, dans la média, de la iINOS et de Ia
COX-2 [37].

De plus, certaines microparticules plaguettaires, porteu-
ses d'anion superoxyde pourraient étre impliquées dans la
dysfonction endothéliale en augmentant le stress oxydant et
en diminuant la biodisponibilité du NO [45,46). Janiszewski
et dl. ont en effet montré que les microparticules plaguettai-
res induisent la génération d’espéees réactives de I"oxygéne
par les cellules endothéliales et musculaires lisses et produi-
sent elles-mémes de I'anion superoxyde, via la nicotinamide
adénine dinucléotide phosphate (NADPH) oxydase [47].
Ces espéces réactives de I'oxygéne pourraient par ailleurs
étre directement impliquées dans I'induction de 1'apoptose
cellulaire au niveau vasculaire.

Enfin, Pfister et al. ont montré que les microparticules
d’origine plaquettaire produisent du thromboxane-A2, méta-
bolite vasoconstricteur dérivé de I'acide arachidonique et
puissant vasoconstricteur, ¢t peuvent ainsi participer 4 la
régulation du tonus vasculaire [38].

Effets des microparticules sur la coagulation

Les infections graves, comme le choc septigue, sont caracté-
nisées par une activation de la coagulation, avec globalement
un état procoagulant et anti-fibrinolytique. On peut observer
la formation de thrombi dans la microcirculation en cas de
dérégulation, aggravant ainsi les dysfonctions viscérales
par défaut de perfusion. Cet état procoagulant est lié & une
activation cellulaire intense via l'induction de cytokines
pro-inflammatoires ¢t des modifications phénotypiques de
I’endothélium vasculaire, qui prend alors un camctére pro-
adhésif, pro-inflammatoire et pro-thrombotique [48]. En
oufre, les polyphosphates bactériens favoriseraient une acti-
vation de la phase « contact » de la coagulation et une inhi-

bition de la fibrinolyse réactionnelle, pouvant prendre la
forme d’une coagulation intravasculaire disséminée (CIVD)
et se traduisant sur le plan biologique par une thrombopé-
nie, une consommation des facteurs et 1'augmentation des
D-diméres. De récentes études montrent que la survenue
d’une CIVD dans un choc septique est précurseur de syn-
drome de défaillance multiviscérale [49].

Au cours du sepsis, les processus hémostatiques sont
cependant nécessaires @ la défense de I'hdte contre 1'agent
pathogéne et seule une production excessive de thrombine
peut mener 4 la dysfonction viscérale. L'activation des réac-
tions de coagulation au cours du sepsis permet de limiter la
croissance et la dissémination de I'agent pathogéne, consti-
tuant ainsi un mécanisme de défense au méme tire que
PPimmunité innée ou I’activation du compiément [50). Les
microparticules qui augmentent la surface d’interaction avec
les ¢léments circulants ont alors un effet bénéfique, en favo-
risant les liaisons réceptewrs/ligands et le recrutement des
cellules (plaquettes, monocytes, neutrophiles) au site initial
de la lésion vasculaire et de la réaction inflammatoire locale.

Les microparticules ont un potentiel procoagulant intrin-
séque du fait de PhtdSer, constituant une surface catalytique
pour I'assemblage des facteurs de la coagulation vitamine K-
dépendants, démontré dans différentes pathologies [51,52).
Dans la coagulopathie du choc septique, le FT porté par les
microparticules monocytaires constitucrait une deuxiéme
entité procoagulante portée par les microparticules et joue-
rait donc un role clé dans 1'iniGation et la propagation de la
cascade de la coagulation [53]. 11 a été montré que les micro-
particules monocytaires participent a la dissémination d'un
potentiel procoagulant en exprimant le FT a leur surface
[10,43,54,55). La génération de thrombine est possible a la
surface des microparticules porteuses du FT de fagon indé-
pendante du FXII (phase contact). Ces microparticules, et
leur capacité 4 promouvorr la génération de thrombine, ont
¢été rapportées dans I'infection au méningocoque, mais aussi
aprés injection de LPS chez des individus sains. Dans ce
demier cas, une augmentation forte et transitoire des concen-
trations en microparticules porteuses du FT est observée
trois & quatre heures aprés I'mjection de LPS et s’accom-
pagne d'une monocytopénic transitoire, suggérant que les
microparticules constitueraient alors le support principal de
la réponse procoagulante dépendante du FT [10,52]. Enfin,
dans un modéle de thrombose carotidienne, les souris inva-
lidées pour les récepteurs P2X7 sont protégées de la throm-
bose, tandis que I"activation des récepteurs conduit a I'émis-
sion de microparticules porteuses de FT actif chez la
souris sauvage, soulignant I'importance de cette voie dans
la génération d'un état procoagulant ndépendamment de
Pinfection [32].

Au cours du sepsis, les microparticules plaguettaires
favoriscraient une génération accrue de thrombine dépen-
dant, clle, de I'activaion du FXI (plaquettaire) par la
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thrombine et du FXII activé par les polyphosphates bacté-
riens [56,57]. Ces derniéres réactions sont indépendantes du
FT, car clles restent possibles aprés déplétion en FVII,
confirmant ainsi le role de la phase contact en pathologie,
mais pas en physiologie [58). On peut noter également que
les microparticules endothéliales circulantes contribuent 4 la
formation de larges agrégats plaquettaires dans certaines
atteintes cardiovasculaires [59]. Enfin les microparticules,

qu’'elles soient endothéliales ou leucocytaires, participeraient
au couplage entre inflammation et thrombose [60,61].

Les microparticules sont également impliquées dans la
régulation de la coagulation et de la fibrinolyse, notamment
en exprimant un activateur du plasminogéne de type uroki-
nase ¢t son réceptewr ; leur role dans le choc septique reste
4 définir [62]. Enfin, les microparticules monocytaires et
endothéliales portent & leur surface de la thrombomoduline
nécessaire & 1"actvation de la protéine C par la thrombine
et le récepteur de la protéine C, EPCR [21]. Bien que les
microparticules monocytaires induites par le LPS soient glo-
balement procoagulantes en raison du FT qui prédomine sur
I"activité de la thrombomoduline [22], les capacités cytopro-
tectrices des microparticules endothéliales et monocytaires
dépendront de la loi d’action de masse, ¢'est-d-dire de la
quantit¢ de microparticules nécessaires au déclenchement
d'une réaction pro- ou anticoagulante dans la cellule cible
[50]. On peut par exemple noter que les microparticules de
neutrophiles participent a la protection endothéliale en déli-
vrant de I'annexine Al, une protéine cytoplasmique anti-
inflammatoire [63,64),

Les microparticules, marqueur pronostique ?

De nombreuses études cliniques cherchent a définir Iintérét
des microparticules en tant que marqueur d'une altération
cellulaire, elle-méme caracténistique d'un état pathologique.
Cette approche est fondée sur I'idée que les microparticules
circulantes reflétent le stress des cellules vasculaires, mais
aussi une atteinte tssulaire lorsqu’elles sont émises par les
vaisseaux de I'organe lésé¢ dans la drculation systémique.
Ainsi, leur détection précoce permettrait un meilleur « moni-
toring » des patients lorsque les méthodes diagnostiques plus
invasives ne sont pas applicables. Les concentrations plas-
matiques des microparticules ont mitialement éw¢ explorées
dans des pathologies cardiovasculaires ou métaboliques
associées a des désordres thrombotiques ou a des atteintes
tissulaires (infarctus du myocarde, rejet de grefle, athéro-
thrombose, diabéte, etc.).

Plusicurs équipes ont montré que les microparticules peu-
vent constifuer un marqueur pronostique en termes de morbi-
mortalité. Cela est plus particuliérement démontré pour les
microparticules endothéliales qui pourraient représenter un
marqueur de dysfonction endothéliale dans les pathologies
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cardiovasculaires. Dans |'hypertension artéridle pulmonaire
par exemple, Amabile et al. ont mis en évidence gue les micro-
particules endothéliales porteuses de E-sélectine (CDG2E)
constituent un marqueur pronostique de mortalité a un an et
pourraient ainsi permettre de stratifier les patients selon leur
gravité [65]. De méme, chez le patient insuffisant rénal chro-
nigue au stade terminal, le taux de microparticules endothélia-
les est comélé au nsque de survenue d’événement cardiovas-
culaire sévere [66]. Elles permettraient également d’évaluer le
risque cardiovasculaire chez les insuffisants cardiaques chro-
niques [67] et les insuffisants coronariens [68], ou encore le
risque d’accident vasculaire ischémigue chez les patients pré-
sentant des facteurs de risque cardiovasculaire [69].

Au cours des maladies infecticuses, les cytokines et ché-
mokines ou les endotoxines bactériennes, comme le LPS, sont
capables d'induire la génération de microparticules spéei-
fiques qui pourraient potentidiement jouer un role clé dans
le processus d’interaction hite-pathogéne [50]. Par ce biais,
elles pourraient probablement influencer le pronostic de la
pathologie. Dans le sepsis, les microparticules n’ont cepen-
dant pas encore ét¢ identifiées comme marqueur pronostique.

Les microparticules dans le sepsis. cibles
thérapeutiques ?

Les microparticules sont de wvéritables médiateurs de la
communication intercellulaire et participent 4 de nom-
breuses boucles d’amplification de la réponse vasculaire.
A ce titre, clles apparaissent comme des cibles thérapeu-
tiques potenticlles dans différentes situations pathologiques,
mais aussi comme des marqueurs pour le suivi des patients et
de leur traitement. Les taux plasmatiques et les profils phé-
des marqueurs diagnostiques ou pronostiques dans certaines
pathologies [70]. La concentration circulante de microparti-
cules totales n'est pas toujours modifiée en simation patho-
logique, mais 1'augmentation d’un type particulier de micro-
particules peut se révéler spéafigue d’une atteinte cellulaire
ou tissulaire donnée, ¢t de ce fait, constituer par exemple un
marqueur d’efficacité de tritement. Ainsi, il a été montré
qu'un traitement par statines chez des patients diabétiques
ou souffrant d’artériopathie permet de diminuer le taux de
microparticules plaquettaires porteuses de protéines d’adhé-
sion (GPIlla, P-sélectine) ou procoagulantes (FT) [71,72].
De méme, un traitement par glitazone, un higand de PPAR-
v, dans le syndrome métaboligue, diminue le taux de micro-
particules endothéliales [73]. Enfin, in vitro, un traitement
par glitazone serait capable de moduler I'effet des micropar-
ticules monocytaires, en diminuant leurs effets pro-inflam-
matoires (production d’espéees réactives de 'oxygéne, libé-
ration de cytokines ot activation du NF«B) [74]. De
nombreux essais clinigues sont actucllement en cours, afin

228



Réanmmation (2013) 22:8343-8351

S349

d’évaluer les microparticules comme biomarqueur de I'effi-
cacité de différents traitements [75).

Dans un autre domaine, en réponse & un traitement par
protéine C activée recombinante humaine, des microparticu-
les porteuses du récepteur endothéliadl de la protéine C,
I’EPCR, sont générées, véhiculant un potentiel anticoagu-
lant, capable de retarder la formation de thrombine, et éga-
lement anti-apoptotigue [56]. Ces microparticules pourraient
avoir un effet bénéfique dans le choc septique en diminuant
la réponse inflammatoire. La protéine C activée est en effet
une enzyme anticoagulante et profibrinolytique puissante,
capable d’inactiver les facteurs de la coagulation Va et V1lla
et le TFPI (Tissue Factor Pathway Inhibitor) [76-79], sans
avoir apporté la preuve de son bénéfice sur la mortalité des
patients en choc septique [80].

L'utiisation des microparticules comme agent pharmaco-
logique reste un champ d’investigation ouvert. La difficule
réside & la fois dans les connaissances restreintes des méca-
nismes de clairance et des processus de régulation des concen-
trations circulantes des microparticules [81). Un tratement
pharmacologique ayant pour cible les microparticules pourra
intervenir sur la capaaité des cellules a émettre des micropar-
ticules pour tenter de restreindre la dissémination du message
biologique qu’elles véhiculent. Martinez o al. ont par exem-
ple mis en évidence que les microparticules porteuses de la
protéine « Somic hedgehog » stimulent la néovascularisation
des processus tumoraux. Des microparticules issues de oellu-
les déficientes en cette protéine pourraient constituer un leurre
noyant le message délétére véhiculé par les microparticules
endogénes aux cellules avoisinantes, ralentissant ainsi e
développement tumoral [82,83).

Plusieurs médiateurs de réponse cellulaire peuvent contri-
buer au remodelage de la membrane plasmique et & la libéra-
tion des microparticules incluant différents transporteurs et
canaux calaques, I'ouverture du pore de transiion de perméa-
bilitt mitochondniale ou des processus caspase-dépendants
[19]. Ces voies peuvent constituer des cibles pharmacolo-
giques et donc moduler I'effet des microparticules dans la
coagulation, le remodelage vasculaire et la fibrinolyse, voire
le message qu'elles dissémmnent sous forme d’ARNm ou de
protéines [84].

Enfin, les microparticules en tant qu’entités circulantes
sont capables de véhiculer des protémes et ligands solubles.
Ce paramétre doit étre pris en compte 4 la fois pour la mesure
et la caractérisation des microparticules circulantes, mais
aussi pour déterminer 1" intérét et les dose efficaces d'un trai-

tement ciblant les microparticules.
Conclusion

Au cowurs du sepsis, l'interaction hote-pathogéne est a I'on-
gine de la génération de microparticules par vésiculation

membranaire avec un phénotype spécifique. Les microparti-
cules constiuent un pool de messagers intercellulaires et par
ce biais pourraient jouer un réle dans la physiopathologie du
sepsis ¢t du choc septique. Elles sont notamment capables
d'induire une hypotension artériclle, e de disséminer un
potentiel procoagulant. Leur role dans la physiopathologie
de cotaines maladies infecticuses, en fonction de 1'agent
pathogéne impliqué, reste peu exploré. Elles constituent enfin
un marqueur pronostigue dans de nombreuses pathologies et
une cible thérapeutique potentielle qui ménte d'&re explorés,
particuliérement dans le sepsis ot clles cumulent des effets

pro-inflammatoires, procoagulants et pro-apoptotiques.

Conflit d’intérét : les auteurs déclarent ne pas avoir de
conflit d"intérét
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Abstract: The endothelium takes part in the regulation of numerous physiological fmctions and lies at the mterface of
circulating blood and the vessel wall. Under physiological conditions. 1t 1s responsible for anticoagulant and anti-adhesive
properties, and it regulates vasomotor tone and vascular homeostasis. Endothelial dysfunction has been associated with
many pathophysiological processes, such as inflammation and oxidative and nitrosative stresses. Endothelial cells are pre-
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vasoconstrictors, associated with leukocytes’ and platelets’ aggregation. and increase m inducible nitric oxide synthase

expression that can exert a negative feedback on endothelial nitric oxide synthase expression, with subsequent deregula-
tion of nitric oxide signaling.

Endothelial dysfunction therefore plays a major role in the pathophysiology of septic shock and organ dysfunction. and
has been suggested to be a predictor of mortality i sepsis. Thus, early detection of endothehial dysfimction could be of
great interest to adapt treatment m initial stage of sepsis. Current therapeutics used in sepsis mostly am at controlling in-
flammation. vascular function and coagulation. Fluid administration, vasopressors, vasodilators and recombinant human
activated protemn C are also part of the treatments with the ultimate goal to exert beneficial effects on organ function and

survival.

Keywords: Endothelial dysfunction, inflammation. oxidative stress, sepsis.

INTRODUCTION

The endothelum could be considered as a key organ
which can regulate numerous physiological processes and
whose dysfunction plays a major role m the development of

diseases, like sepsis. This review will focus on the
physiological role of the endothelium. followed by the endo-
thelial activation and dysfunction in the pathophysiology of
sepsis. and finally provide an overview of the different thera-
peutics that might contribute to restore a protective effect of
the endothelmm with subsequent improvement of survival

L ENDOTHELIUM STRUCTURE AND FUNCTION

The endothelium i1s composed of a monolayer of cells
lining arterial and venous blood vessels and lymphatics. with
an estimated total mass of about 1.5 kg and an approximate
covering area of four tennis courts. Endothelial cells lie at
the interface of circulating blood and the vessel wall. which
is composed of several layers of vascular smooth muscle
cells and the adventitia. Therefore, endothelial cells play a
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‘gate-keeping role’ and take part in sumerous important
physiological functions [1]). Finally, the endothelrum is charac-
terized by an important heterogeneity in structure and func-
tion, which notably depends on the vascular bed considered.

1. Structure and Function of Endothelial Cells Vary Ac-
cording to Vascular Beds

Endothelial cells phenotype and functions may differ and
adapt to the vessels type, the organ considered, the nature of
underlying tissue’s demands and the stresses the vessels will
be exposed to. The vascular tree is indeed made up of differ-
ent types of vessels. namely large arteries, arterioles, capil-
laries, venules and larger veins. The arterial system is subdi-
vided in “conductance arteries”, which are made of elastic
and large vessels, and “resistance arteries” which are small
or intermediate vessels, with a larger muscular component in
the media, allowing them to regulate and preserve blood
pressure in physiological and pathological situations. Finally.
many exchanges take place in capillaries.

1. Role in the Regulation of Vascular Tone

The endothelium regulates blood pressure and blood flow
by modulating the arterioles tone. via numerous physical and
chemical factors originating from the vascular lumen and
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surrounding tissues. Thus. it has been demonstrated that in-
vitro dilatation response of isolated arteries to acetylcholine
is abolished when eandothelial cells are removed or impaired
[2]. Indeed, endothelial cells are able to secrete and/or re-
lease several vasoactive components, in response to various
mechanical and chemical stimuli: shear stress. substances
released from antonomiic and sensory nerves (e.g. acetylcho-
line, norepinephrine, adenosine triphosphate ATP. substance
P). circulating hormones (e.g. adipomectin, vasopressin,
catecholamines. insulin, angiotensin II). coagulation- and
platelets-derived products (serotonin, adenosine diphosphate
ADP, thrombin). and autacoids produced by endothelial and
vascular smooth muscle cells themselves (bradykinin,
ADP/ATP/UTP. angiotensins, endothelin). Endothelial cells
can thus release vasodilator substances like nifric oxide
(NO). endothelium derived hyperpolarizing factor (EDHF),

and prostacyclin (PGI;). but are also able to secrete vasocon-

strictors like prostanoids. for exanple thromboxane Aj. reac-

tive oxygen and nitrogen species (ROS and RNS). endo-
thelin. angiotensin II. serotonin and histamine [3].

The endothelium-dependent control of vascular tome is
the result of the activation. interaction and balance between
several cellular pathways. The first one is the NO™ pathway.
NO' is a gaseous transmitter, constitutively produced by the
endothelial nitric oxide synthase (eNOS) from L-arginine
and which rapidly diffuses across membranes into the blood-
stream and in the vascular smooth muscle cells. It activates
soluble guaaylyl cyclase (sGC), which in turn catalyzes the
formation of cyclic guanosine monophosphate (cGMP), fi-
nally leading to the relaxation of the vascular smooth mus-
cle. Moreover. NO' assumes a major role in preserving a
normal endothelial function. especially in “conductance™
vessels like the aorta. Endothelium-derived relaxation and/or
production of endothelium-derived NO™ by the eNOS can be
used as an indicator of endothelial cell function The NO’
pathway can be activated in response to chemical factors’
binding to their endothelial specific receptors, which requires
an elevation of intracellular free calcium concentration. for-
mation of a complex with calmodulin and the removal of the
mhibitory caveolin from eNOS, leading to its activation. It
can also be activated in response to mechanical factors, like
shear stress which activates eNOS via a calcium-1
phosphorylation of eNOS on the senne residue 1177; eNOS
phosphorylation 1s mediated by phosphorylation and activa-
tion of protein kinase Akt which is itself phosphorylated by
phosphatidylinositol-3-kinase (PI:K). This mechanism plays
a major role in the regulation of eNOS in physiological and
pathological conditions. There are two other forms of NOS,
neuronal NOS (aNOS) and inducible NOS (iNOS). the latter
one being mainly activated by pro-inflammatory cytokines.
Finally, NO' also inhibits the activation and adherence of
platelets to the endothelium [4].

EDHF pathway is another important signaling pathway.
which has an important role in “resistance™ arteries. In re-
sponse to various stimuli. EDHF induces an endothelhal hy-
perpolarization secondary to small and intermediate calcium-
induced activated potassium channel activation [5]. The
transmission of endothelial hyperpolarization to vascular
smooth muscle cells could either involve potassium ionms
efflux, activating smooth muscle potassivm channels and/or
sodium/potassium-A TPase. or an electrical coupling between

Boisrame-Helms et al.

endothelial and smooth muscle cells through myo-
endothelial gap junctions. Hyperpolanzation prevents volt-

age-dependent calcium channel activation, resulting i a de-
crease in intracellular calcium concentration and relaxation
of vascular smooth muscle cells.

Arachidonic acid-derived products can also take part in
the regulation of vascular tone by endothelial cells. The me-
tabolism of arachidomic acid by cyclo-oxygenase (COX)
results in the release of several vasoactive factors. like
prostacyclin or PGI; which s a powerful vasodilator. PGl
binds to vascular smooth muscle receptors to stimulate the
formation of cyclic AMP by adenylyl cyclase, with the sub-
sequent activation of protein kinase A leading ultimately to
smooth muscle cells relaxation [6]. Vasoconstrictive prosta-
noids may also derive from arachidonic acid metabolism [7)
and are able to decrease endothelmm-dependent relaxation
induced by acetylcholine in normal arteries [8. 9]. Under
physiological conditions, the effects mnduced by low levels of
vasoconstrictive prostanoids are attenuated by the influence
of prostacyclin, NO" and EDHF.

In response to chemical agonists binding to their respec-
tive endothelial receptors or to shear stress. endothelial cells
are also able to generate ROS such as superoxide anion (0;")
and hydrogen peroxide (H0;). Small and transient amounts
of Oy can be beneficial for the endothelial function, through
activation of eNOS via Src/Pl;-kinase/Akt pathway [10].
However. high levels of ROS/RNS generated in pathological
mumsmayleadwvawCMMsmeoz binds to
NO’ to form peroxynitrite (ONOO), resulting in a reduced
bioavailability of NO".

In addition. in response to various stumuli, endothelial cells
are also able to synthesize prohormones. such as big endo-
thelin, and endothelin-converting enzymes to produce endo-
thelin-1. as reported in pulmonary vasculature [11]. At thesr
luminal surface, endothelial cells also express angiotensin con-
version enzyme which can transform angiotensin 1 into angio-
tensin 2 [12] These two vasoactive peptides promote vasocon-
striction and smooth mmscle cells proliferation. thus participat-
ing to endothehal dysfonction in various diseases. Endothelial
function is not only characterized by a tightly regulated vaso-
motor tone. but also by semi-permeable properties.

3. Endothelial Permeability

The endothellym 1s semi-permeable, but the degree of
permeability differs according to the organ. vessel type and
situation (physiological or not) conmsidered. The junctional
composition of intercellular space indeed varies across the
vascular tree. “cm arteries have. fo:ex-xpte ou-
merous tight junctions compared to capillaries. in which
physongcdxeguh&edkn&faofﬁndsmdsmllmo&emh
occurs via a para-cellular way. Traffic vig a trans-cellular way
is also possible thanks to trans-endothelial channels or transcy-
tosis mediated by caveolae and vesiculo-vacuolar
and is used more for macromolecules traffic [13].

4. Anti-/Pro-thrombotic Properties

The endothelum constitutes an antithrombotic surface
preventing mappropriate coagulation activation and inhibit-
ing platelets” activation [14]. Endothelial cells have to pre-
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serve adequate blood viscosity and promote a clot formation
when vascular wall is injured. The endothelial cells luminal
surface 1s called glycocalyx and is made of proteoglycans.
incluiding plasminogen and sulfate glycoaminoglycans [15]:
it plays a major barrier role, takes part in normal vessel wall
homeostasis [16-18] and provides an anticoagulant layer.
thanks to negative electrical charges that repel circulating
platelets and to an interaction with vitamin K-dependent co-
agulation factors.

The endothelium coatributes to the haemostatic balance by
expressing numerous pro- and anti-coagulant proteins. Tissue
factor pathway inhibitor (TFPI). heparin (an antithrombine III
cofactor), thrombomoduline (which activates proten C). endo-
thelial protein C receptor (EPCR), tissular plasminogen activa-
tor (t+-PA) and ecto-ADPase are amongst the anti-
coagulant/anti-aggregant factors the endothelum expresses
[13]. Beside vasodilatative properties, prostacyclin and NO
also have an anti-aggregant action. Moreover, endothelial cells
can contribute to the capture and degradation of thromboge-
nous substances like ADP and 5-hydroxytryptophan [19]. Fi-
tribute to its pro-coagulant/pro-aggregant properties. such as
tissue factor (TF). plasminogen activator inhibitor (PAI)-1,
von Willebrand factor (vIWF) and protease activated receptors
(PAR) [13, 20].

5. Adhesion Properties

Eadothelial cells express adhesion molecules that can be
regulated by mechanical or biochemical stimulations and are
responsible for imtercellular interactions and adhesions.
These processes mvolve three super-families of adhesion
molecules, namely integrins, selectins and immuaoglobulin
superfamily (intercellular molecule adhesion ICAM-1 and -2
and vascular cell adhesion molecule VCAM-1). The adhe-
sion between leukocytes and endothelrum. the “rolling™ phe-
nomenon and transmigration of these lenkocytes in the un-
derlying tissue. which occurs during inflammatory process.
is triggered by selectins. E-selectin is highly specifically
expressed in endothelial cells after cytokines activation,
whereas L-selectin is expressed in leukocytes and P-selectin
1s stored and released by Weibel-Palade bodies after endo-
thelial cells” activation or expressed in megakaryocytes.
ICAM-1, ICAM-2 and VCAM-1 are expressed in endothelial
cells. in response to inflammatory conditions.

Adhesion between endothelial cells and others blood cells
is also possible: for example, in response to a stinmlus. the
endothelial Willebrand factor interacts with the GP Ib-IX and
GP IIb-Illa localized on platelet surface. inducing platelets
adhesion and aggregation. Finally, endothelial cells can inter-
act with bacterial components. like lipopolysaccharide (LPS),
or cytokines. leading to activation of intracellular mflamma-
tion pathways. All these phenomena contribute to the body
defense agamst pathogen agents: endothelial cells recruit len-
kocytes, allow their migration to infected sites. release in-
flammatory mediators and promote local coagulation phenom-
ena to prevent hematogenous spread of the mfection [21].

II. ENDOTHELIAL DYSFUNCTION

Endothelial dysfunction occurs when the equilibrium
described previously is altered. In many diseases, this dys-
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function is characterized at varymng degrees by procoagulant.
proadhesive and vasoconstrictive effects [22]. The vascular
tone is deregulated when vasodilators production decreases
and/or vasoconstrictors production increases. It can also be
the consequence of a decreasing/increasing semsibility of
vascular smooth muscle cells to vasodilators/vasoconstrictors
respectively. Once again, there are some differences accord-
ing to vascular bed. For example. endothelial dysfuaction is
essentially dependent on NO™ pathway in “conductance™
arteries. whereas in “resistance” arteries, EDHF takes a par-
ticular importance, especially in small vessels. Activation of
angiotensin renin system or/and endothelin-1 system in sys-
temic and pulmonary b ion induces media prolifera-
tion. vasoconstriction and ROS/RNS productions leading to
endothelial dysfoaction [23].

ROS and RNS play a major role in the generation of en-
dothelial dysfunction, through cells. DNA and proteins dam-
ages and through the deleterious effects of O;” and ONOO".
They indeed have vasoconstrictive effects, by potentiating
other endothelium-dependent contraction factors, such as
prostanoids. or by reducing NO' bioavailability, due to
03" binding [24].
inducing fluid or small molecules to transfer toward uaderly-
ing tissue. Equilibrium between adhesion molecules can be
deregulated, leading to interaction between endothelial cells
and leukocytes and therefore to leukocytes extravasation. In
endothelial dysfunction. imbalance between pro- and anti-
coagulant factors i1s frequently responsible for the arterial
thrombi or microthrombi we observe in cardiovascular
diseases such as diabetes, atherosclerosis or chronic kidney
diseases.

In the different pathologies in which endothelial dysfunc-
tion takes part, several mechanisms leading to endothelial
dysfunction are commeon, while others are more specific and
depend on the pathology considered. Study and detection of
endothelial dysfunction are important as it is involved in the
early stage of most diseases and often represents a pejorative
prognostic factor. Moreover, it sometimes could be used as a
therapeutic target. For example. angiotensin-converting in-
hibitors. used in hypertension. improve endothelial function
by decreasing amounts of the vasoconstrictor angiotensin II
and essentially by increasing amounts of the vasodilator
bradykinin [23].

III. ENDOTHELIAL DYSFUNCTION DURING SEPSIS

Sepsis results from systemic inflammatory response of
organism to severe infection. It is defined by two or more of
the systemic inflammatory response syndrome (SIRS) crite-
ria (changes in body temperature, tachycardia, tachypnea
and/or hypocapmia., and changes in the number of white
blood cells and/or immaturity of white blood cells) [25].
Sepsis and its complications represent a continuum in clini-
cal and pathophysiological severity. Severe sepsis is thus
associated with organ dysfunction. hypoperfusion or hy-
potension and septic shock is associated with hypotension
despite adequate fluid resuscitation [26]. Septic shock is one
of the major causes of death in the non-coronary intensive
care units and is responsible for about 150000 deaths in
Europe and 200000 in United States of America [27. 28].
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Fig. (1). Mechanisms of vascular dysfunction in sepsis. When invading an organism. pathogen agents activate numerous inter and intra cellu-
lar signaling pathways, notably leading to systemic inflammation and major oxidative and nitrosative stresses. The endothelrum subsequently
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Death of patients is usually due to circulatory failure resis-
tant to catecholamines, along with multiple organ dysfunc-
tion (cardiac. renal and hepatic) [29]. Pathophysiology of
sepsis and organ dysfunction is not yet totally understood.
but includes intense cellular activation with an overproduc-
tion of inflammatory mediators, coagulation and perfusion
abnormalities and direct injuries due to infectious agents.
This leads to SIRS. with subsequent multiple organ dysfunc-
tions including. disseminated intravascular coagulation
(DIC), microvascular leakage. and vascular and endothelial
dysfunction [30].

1. The Inflammatory Endothelium

The endothelium is one of the first targets of the inflam-
matory response during sepsis and is precociously exposed
to a “cytokines storm™ [31]. Endothelial activation can thus
be defined as an up-regulation of adhesion molecules by
promflammatory cytokines [32]. Cells undergo multiple 1nju-
ries like cell swelling. vacuolization. and denudation. that
may for example be mediated by LPS. kmown to be a critical

mediator of endotoxemia [33]. Secondary to this activation.
leukocytes are recruited by chemokines and adhesion mole-
cules and extravasate into ing tissue; they are re-
sponsible for the production of ROS and RNS. proteases and
cytotoxic enzymes [32]. Sepsis is indeed also associated with
intense oxidative and nitrosative stresses. due to an excessive
ROS and RNS release and a decrease in endogenous antioxi-
dant defenses. leading to cellular and particularly endothelial
and vascular smooth cells injuries [34, 35]. Inflammatory
stimuli and oxidative/nitrosative stresses account for pheno-
typic changes on endothelinm [36]. Indeed, inflammation
favors molecular adhesion, leukocytes activation and in sifu
thrombosis. Altered vasomotor tone, leukocytes and platelets
adhesions, mcrease of capillary permeability and activation
of the clotting cascade with fibrin deposition lead to a proco-
agulant state and a heterogeneous capillary perfusion with
reduced capacity for tissue oxygen extraction [37]. Endo-
toxemia disrupts endothelial intercellular signaling. because
of a poor distribution of blood flow [38]. Endothelial cells
adapt to these changes in an appropriate way (endothelial
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activation) or not (endothelial dysfunction). The endothelium
becomes pro-adhesive, as NO' doesn’t anymore inhibit plate-
lets’ adhesion and the expression of adhesion molecules re-
ceptors involved in platelets’ and leukocytes’ adhesion: it
moreover becomes procoagulant because of increased ex-
pression of TF and decreased expression of thrombomodulin
and activated protein C.

Mechanical forces are also profoundly modified during
distributive shocks like septic shock, characterized by a ma-
jor hypovolemia, due to fluid capillary leakage and endothe-
lial dysfunction. and an intense vasoplegia. Blood flow is
redistributed to the organs, while peripheral tissues undergo
intense vasoconstriction, thus modifying shear stress. In a
mesenteric artery ligation model in mice. Bakker of al. [39]
showed that mflammatory response may initiate shear stress-
mduced arterial remodeling. After arterial ligation, the authors
indeed showed fast changes in vascular tone, leading to an
mnflammatory response, with macrophages recruitment and
increase in pro-inflammatery cytokines. and finally to arterial
remodeling. They therefore suggest that inflammatory cytoki-
nes may up-regulate the expression of metalloproteinases
(MMP). which can degrade matrix proteins and intercellular
connections. thus taking part in vascular remodeling.

Altered endothelial properties may be mvolved in micro-
circulatory failure and more generally in organ failure [30].
Microcirculatory dysfunction is known to be a critical ele-
ment of the pathogenesis of severe sepsis and septic shock
[37]. One of the consequences of the activaﬁon/dysﬁncﬁon
of endothelial cells during sepsis phenomenon is a complex
disturbance of the microcirculatory homeostasis. Without
treatment. this disruption can lead to impaired oxygen trans-
port resulting i cellular hypoxia, organ dysfunction and
death [26]. Endothelial cells are impaired, with subsequent
increased permeability and apoptosis [40]. The endothelium
thus inhibits vasodilatation. becomes prothrombotic and anti-
fibrinolytic and promotes platelets and leukocytes adhesion,
leading to an inhomogeneous blood flow and tissue hypoxia
[41]. In a septic shock model of peritonitis by cecal ligation
and puncture in rats, Lam ef al. [42] used intravital videomi-
croscopy and showed that sepsis altered microvascular per-
fusion. with increased microcirculation flow heterogeneity
and reduced fonctional capillary density. These microcircula-
tory disorders may appear without any hemodynamic global
effect (absence of hypotension) [43] or can be responsible
for an madequate oxygen transport and thus tissue hypoxia
[44]. which can persist despite achievement of normal global
oxygen delivery [36]). Therefore, microcirculation’s dysfunc-
tion may appear as a major mechanism in the development
of multiple organ failure [45]. Artenial hypotension and the
mmportant hypovolemia during septic shock may both be
explained by muicrocirculatory dysfunction. Hypotension
may be due to an impaiment of arteriolar response to
vasoactive agents and hypovolemia to endothelial mjuries
and capillary leakage.

Endothelial cells are able to adapt very quickly to eavi-
ronmental stimuli, which can be either chemical (e.g pro-
mflammatory like TNF-a or IL-1, LPS) or physical (e.g
shear stress or hypoxia). The nuclear factor kappa B (NF-xB)
(p65/p50) plays a major role in the inflammatory stimulation
of endothelum; it can be activated via a classical pathway-
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and released after phosphorylation. ubiquitination and degra-
dation of IxBa. RelA(p65)-p50 dimers are subsequently re-
leased, translocated into nucleus, and activate gemes tran-
scription of adhesion molecules. COX-2, TF. plasminogen
activator inhibitor-1. In an alternative activation pathway
(non-canonical pathway), NF-xB is activated after proteoly-
sis of p100 protein. an mhibitor of RelB. Finally. in endothe-
lial cells, NF-xB can also be activated via pathogens domain
recognition receptors of the innate system. namely toll-like
receptors 2 and 4 (TLR-2 and TLR-4). both of which are
increased under inflammatory conditions [46]. Moreover,
pro-inflammatory cytokines are responsible for the synthesis
of sumerous protein-G related factors (COX. phospholipase
A2, 5-lipoxygenase and acetyltransferase), which promote
inflammation via secretion of prostaglandins. lencotrienes
and platelet-activating factor [34].

Sepsis is therefore responsible for an intense cellular ac-
tivation; endothelial cells will amplify the mflammatory re-
sponse by releasing proinflammatory cytokines. which con-
tribute to spreading of microcirculatory injuries [45]. In a
mouse endotoxemic shock model, Meziani ef al [47] dem-
onstrated that human serum albumin reduced endotoxemia-
induced inflammation. by decreasing the up-regulation of
IxBa. thus blunting the activation of NF-xB. Moreover. hu-
man serum albumin was shown to have antioxidant proper-
ties, by reducing LPS-induced oxidative and nitrosative
stresses, with a subsequent beneficial effect on endothelial
dysfunction: albumin indeed mcreased eNOS activation.
enhanced Nif-2 expression and plasma glutathione concen-
tration, and decreased circulating and tissular 0;” production.
thus preventing its interaction with NO' and the production
of the highly toxic ONOO™ [48]. These observations enhance
the major role of oxidative and nitrosative stresses in dis-
eases like sepsis.

2. Role of Oxidative and Nitrosative Stresses

Oxidative or nitrosative stress is defined by an imbalance
between ROS or RNS production and antioxidative defenses.
It may result from a decrease in antioxidant level and/or an
increase in ROS level (O;", HyO,...). RNS include NO', di-
oxide nifrogen radicals and species which are not
radicals[49]. Oxidative and nitrosative stresses may have
many consequences, among them the stimulation of defense
mechanisms (effective or not), cellular injuries (lipids, DNA.
proteins...) or even cells death (apoptosis or necrosis) [49].
In some pathological states like sepsis. oxidative and nitrosa-
tive stresses increase, partly because of hypoxia and inflam-
mation [50]. Main sources of ROS production are the mito-
chondrial respiratory chain. xanthine oxidase, immune acti-
vated cells, arachidonic acid metabolism and nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase [51]. LPS
stimulates the assembly of the NADPH oxidase in neutro-
phils [52] and increases the expression of Rac2, a small pro-
tein that binds to the GTP, associated with p47phox and
p67phox. two subunits necessary for the good fuactioning of
NADPH oxidase, p91phox. The overproductions of ROS and
RNS after exposure to LPS were demonstrated in various
models of septic shock in macrophages and
[51]. Neutrophils and macrophages can also produce NO',
with subsequent formation of the potent oxidant ONOO  and
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HO'. ROS and RNS are also responsible for the oxidation of
DNA and proteins. lipids peroxydation, changes of structural
proteins and functional changes [53]. Oxidative injuries
counld occnr in mitochondrial membranes. resulting n a
membrane depolarization. a decoupling of oxidative phos-
phorylation and alteration of respiratory chain. It could fi-
nally lead to mitochondrial injuries. with liberation of cyto-
chrome c, caspases activation and apoptose [54]. Finally, the
overproduction of NO by the iNOS could contribute to hy-
potension. myocardial depression and vascular hyporeactiv-
ity during septic shock [55].

3. Loss of Anticoagulant Properties

Inflammation leads to a systemic activation of coagula-
tion. impaired fibrinolysis and is associated with fibrin depo-
sition. tissue ischemia and necrosis; moreover. it is associ-
ated with an increased risk of death in critically ill patients
[40]. Septic shock is indeed characterized by a procoagulant
and antifibrinolytic state, leading to DIC, pathological gen-
eration of thrombin. widespread microvascular thrombosis
and hemostasis factors consumption. responsible for many
sites” bleeding. The more severe the sepsis becomes, the less
efficient negative regulation systems become; plasma con-
centration of natural anticoagulants (protein C. protein S,
thrombomodulin and antithrombin IIT) is reduced in early
stages of severe infections: fibrinolysis is particularly af-
fected and the TFPI, which limits the activation of coagula-
tion by interacting with the X factor, is less active. The role
of coagulation in sepsis is not limited to the formation of
micro-thrombi. Indeed, inflammation and coagulation are
tightly linked. Inflammation-induced coagulation is mediated
by pro-inflammatory cytokines. such as interleukine-6 (I1-6),
playing a role in the mitiation of coagulation activation, tu-
mor necrosis factor o (TNF-o) and interlenkine-1 (II-1),
which take part in the regulation of anticoagulation under
physiological conditions [56]. Moreover. factor Xa. thrombin
and TF/FVH complex have proinflammatory properties.
They thus stimulate endothelial production of IL-6 and IL-8
by increasing the membrane expression of molecules pro-
moting leukocytes’ adhesion, such as E-selectin, which ad-
heres to the circulating white blood cells to facilitate cell
rolling, VCAM-1, ICAM-1, which solidify cellular bonds for
transmigration and monocyte chemotactic protein-1 (MCP-
1). In addition. protein C regulates the endothelium-mediated
activation of inflimmation wvia G-protem-coupled PARs,
notably localized in the vasculature of endothelial cells and
whose activation causes the production of cytokines respon-
sible for inflammatory tissue damage [57]. The activation of
coagulation is a consequence of inflammation. but also di-
rectly contributes to the pathophysiclogy of sepsis. Shapiro
et al [58] showed that these endothelial biomarkers in septic
patients are correlated with sepsis severity, organ dysfunc-
tion and sepsis outcomes. This was reinforced by the find-
mngs of Furian et al. [59], who recently evaluated echocardi-
ography-based indices of myocardial function and markers
of vascular inflammation and endothelial dysfunction in the
early phases of severe sepsis and showed ventricular systolic

ions are directly associated with markers of endothe-
lial dysfunction and a poor prognosis.
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4. Generation of Procoagulant and Proinflammatory Mi-
croparticles

Cellular dysfunction 1n septic shock leads to the produc-
tion of numerous mediators, mchuding microparticles (MPs).
MPs are submicron vesicles, released in the extracellular
environment through a membrane reorganization and bleb-
bing process following cell activation or apoptosis. They
express several cell surface markers. which can vary accord-
ing to MPs cellular origin and to the process leading to MPs
formation; they are also able to acquire and transmit other
antigens [60]. MPs are vectors of intercellular exchange of
biologic information in health and in several diseases [61].
The endothelium is one of the main targets of circulating
MPs [62. 63]. Thus, during sepsis. circulating MPs have pro-
coagulant and pro-inflammatory properties and may activate

processes, cells apoptesis, leading to multiple
organic failures [64].

MPs indeed play a major role in coagulation by exposing
phosphatidylserine on their outer membrane: they constitute
a catalytic surface for the assembly of coagulation factors
and act as a support for thrombin generation. Moreover,
monocytes derived MPs can express TF on their surface
[60]. thus initiating the coagulation cascade. At last, the re-
lease of GPIba-presenting MPs by activated platelets may in
turn be responsible for an increased production of thrombin
following platelet FXI activation by thrombin; FXIa is thus
able to cleave and activate FIX with no further dependence
upon the initial TF-FVIIa complex [65-67].

MPs may also display antithrombotic activities. In severe
sepsis. a freatment by recombinant human activated Protein
C (thAPC) induces the generation of endothelial MPs bear-
ing the anticoagulant EPCR [68]. The MPs generated by
activated protein C may therefore be beneficial in septic
shock by decreasing the inflammatory response [69, 70]. but
have anticoagulant properties, by delaying the formation of
thrombin and could help restore the balance between pro-and
anti-thrombotic systems and thus avoid the onset of DIC
[71]. In rhAPC-treated patients. Pérez-Casal er al. [72] re-
cently pointed out the clinical relevance of MP-associated
APC as bioactive effectors: these MPs are stable and meas-
urable and they express anticoagulant activity. modulate
anti-apoptotic geme expression and provide an endothelial
barrier protective effect through APC bound to them.

Eudoﬁelulmsconldphyamlenﬂuspludugofthe

sepsis inflammatory responses leading to multiple organ
dysfnnchon [73. 74). Barry et al [75] demonstrated that the
arachidonic acid ptemted by MPs allows them to up-
regulate the expression of COX-2 and intercellular adhesion
molecules. They may also provoke vascular inflammation
via lysophosphatidic acid and facilitate chemotactic migra-
tion of platelets or leukocytes to the endothelium. thus play-
ing the role of a trigger for the production of cytokines (IL-
1p. IL-8 and TNF-a) [76]. The proinflammatory cytokines
themselves could contribute to the production of MPs [77].
thus altering the vascular function by an amplified mflamma-
tory process. The platelet activating factor present in endo-
thelial cells and leukocytes is also involved in the pro-
inflammatory effect of MPs [78].

238



Endothehal Dysfunction in Sepsis
5. Vasomotor Tone Abnormalities

Sepsis is characterized by a vascular dysfunction, which
is partly due to impairment of endotheli
vasorelaxation [79-81] caused by a loss of NO bioactivity in
the vessel wall. Endotoxin challenge involves eNOS activity
in its early phase; later. pro-inflammatory cytokines such as
TNF-u. II-1 or interferon-gamma. induce the synthesis INOS,
whose expression can exert a negative feedback on eNOS
expression during endotoxemia [82-84]. The induction of
INOS leads to an overproduction of NO and has been shown
to play a ma,or role 1n endotoxemia-induced vascular hy-
poreactivity in several experimental models [85, 86] as well
Bnmdlvesselsmpm:ntsm&s@hc shock[87] Ab-
normal endent vascular relaxation is attrib-
uted to alteration of endothelial cell surface receptors, dys-
function of signal transduction pathways and down-
regulation and/or degradation of eNOS by pro-inflammatory
cytokines such as TNF-a. as well as by ROS/RNS or bacte-
rial endotoxin [88]. In a model of septic shock. Wang ef al.
[89] thus showed that inhibition of the biological activity of
TNF-a protects vascular endothelial cells” function. Finally,
during sepsis. numerous stimuli potentially activate endothe-
lium ATP-dependent potassium channels, like NO  or
ONOQO’, hypoxia, acidosis, or hyperlactatemia. An excessive
activation of potassium channels may lead to an hyperpolar-
zation and inhibition of voluge—depudent calcium channels,
with subsequent excessive cell relaxation. vasodilatation.
finally leading to hypotension and vascular hyporeactivity
[90]. NO" or ONOO" can also activate large-conductance
calcium-activated mm channels, therefore taking part
in vasoplegia during septic shock [91].

6. Loss of Barrier Function Properties

In sepsis, the endothelial barrier function is altered. The
endothelium permeability is increased due to injured tight
junctions and possibly injured endothelial glycocalyx [92].
leading to fluid leakage from the intravascular space with
subsequent edema, oxygen extraction deficit and tissue hy-
poxia [93]. Loss of the integrity of adherens junctions by
deregulation of its components phosphorylation. due to in-
flammatory mediators, is responsible for the internalization
of their major component. the vascular endothelial cadherin
(VE-cadherin), and for endothelium leakage [94]. In mice
models of sepsis, a protein, SIit2N, was shown to inhibit VE-
cadherin endocytosis. thus preventing vascular endothelial
growth factor (VEGF)-induced microvascular leakage and
improving mice survival [95]. Furthermore. endothehal cy-
toskeleton plays a role in eadothelial barmer disruption:
members of the Rho family of guanosine triphosphatases
(GTPases) regulate actin filaments. a main structural compo-
nent of the cytoskeleton In inflammatory pathologies, such
as sepsis. Ras homolog gene family member A (RhoA) is
activated and disrupts actin filaments structure, thus increas-
ing the endothelivm permeability [95]. During sepsis, there
is also infiltration. deposition and oxidation of LDL ia
subendothelial space; oxidized LDL allow the expression of
adhesion molecules and chemokine receptors on endothelial
cells surface, causing an infiltration of vascular wall by
monocytes and T lymphocytes. Leukocytes adhesion and
migration are mediated by endothelial cells, via a tightly
regulated cascade involving adhesion molecules (P-selectin,
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E-selectin. ICAM-1, VCAM-1) [50]. The pro-adhesive phe-
notype of activated endothelum is enhanced by changes in
circulating cells activated by sepsis. including activated leu-
kocytes. but also distorted erythrocytes and consequent in-
creased blood viscosity, aggregation and adhesion [36].

IV.ENDOTHELIUM AS A THERAPEUTIC TARGET

Endothelial dysfunction is a predictor of mortality in sep-
sis. In an observational study, Duffy ef al. [96] have indeed
demonstrated that impaired endothellum-dependant vasodila-
tation. assessed by pulse wave analysis, is an independent
predictor of mortality in critical illness. This in vivo bedside
assessment of systemic endothelial fonction may improve
stratification of the critically ill patients and help target new
potential endothelial therapies. Early detection of microvas-
cular dysfunction may indeed allow to identify hypoperfu-
sion at an early stage of sepsis and adapt treatment before
organ failure appears [45].

Direct biomarkers reflecting endothelial damage could be
of great interest during sepsis. but are not yet validated and
not commonly used in daily clinical routine [97]. As for im-
aging techniques, they remain mainly used for research pur-
pose. Several methods can however be used to monitor mi-
crocirculatory function at the bedside of septic patients [98]
and could therefore ascertain distributive alterations of oxy-
gen transport in sepsis or assess the potential efficiency of
treatments uadertaken [43, 45]. They include near infrared
spectroscopy (NIRS). which measures oxy- and deoxy-
hemoglobin in tissues and sidestream dark field (SDF),
which uses reflected polarized light to visualize deeper lying
microcirculation nopinvasively and the flow of red blood
cells in the microvessels, as polarized light is absorbed by
hemoglobin. Orthogonal polarization spectral imaging
technique (OPS) is more prone to artifacts and is no more
used [99].

The treatments available to comrect endothelial dysfunc-
tion in septic patients are rather limited and aim at control-
ling inflammation. vascular function and coagulation. How-
ever. in preclinical studies, some therapeutic approaches
improved endothelial function and exerted beneficial effects
on organ function and survival.

1. Fluid Resuscitation and Vasopressors

First of all. in the early phases of severe sepsis. fluid re-
suscitation with crystalloids or colloids may partly correct
blood flow heterogeneity and shunting [100]. through in-
creased perfusion pressure. decreased microvascular blood
viscosity and/or local vasodilatation [101]: the type of solu-
tion does not seem to influence the response to fluids. Trans-
fusion may improve oxygen delivery [102]. Human serum
albumin could also have beneficial effects on endothelial
dysfunction. by reducing endotoxemia-induced inflammation
and decreasing both oxidative and nitrosative stresses [47.
48]. In septic shock. inotropic and vasopressive agents are
used to couateract the intense vasoplegia and may help main-
tain microcirculation in a perfused state; however. vasopres-
sors can also worsen microcirculation flow heterogeneity and
reduce functional i density. because of intense pe-

g 1 vasoconstriction [45]. Moreover. in a recent review,
Boerma et al. [103] pointed out that there was no sohd clini-
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cal data available to support the benefice of mcreasing mean
arterial pressure in term of microcirculatory perfusion and/or
oxygenation. At last, although these treatments may be bene-
ficial in term of global hemodynamic effect. they usually
only have a limited impact on endothelial and microcircula-
tory dysfunctions., because of the complexity of these
mjuries [99].

2. Vasodilators

Vasodilators such as NO™ donors have been proposed to
compensate ﬁothmwgenenynmmmmhbtybbodﬂow
[100]; in sepsis. NO' may be beneficial through recruitment
of the microcirculation as it takes part in both modulation of
leukocyte-endothelial interactions and microvessel vasodila-
tion. However, in a double-blind randomized placebo con-
trolled trial bearing on seventy septic patients. Boerma et al.
[104] concluded that intravenous nitroglycerin after a strict
resuscitation protocol does not promote sublingual microcir-
culatory blood flow. On the other hand, although NO' oves-
production due to INOS upregulation may coatribute to arte-
rial hypotension in sepsis. non selective NOS inhibition is
known to aggravate the impairment of microvascular petfu-
sion. by worsening leukocytes and platelets adhesion, in-
creasing microthrombosis and microvascular permeabulity,
causing decreased splanchnic and myocardial blood flow
and defects in tissue oxygenation [36]. A phase III random-
ized controlled trial on non-selective NOS inhibitors was
stopped early because of increased mortality in the NOS
inhibition group [105]. Trzeciak therefore suggests that, in
sepsis. upregulation of NO' may be adaptive and in fact,
protective [36].

As far as the regulation of vascular production and activ-
ity of NO' is concerned, hydrogen sulfide (H,S) is a gaseous
transmitter, which has also aroused some interest in septic
shock during the last decades [106. 107]. Indeed, the combi-
nation of H,S and NO' could form a product with little or no
vascular activity in-vitro or in vivo, thought to be a nitrothiol
[108]. The combination of sodium hydrogen sulfide (NaHS)
with NO' donor was shown to inhibit the vasorelaxant effect
of acetylcholine and histamine on aorta nings of rats. while
mtravenous mjection of NaHS in anesthetized rats increased
mean arterial pressure. reduced in the presence of an inhibi-
tor of NO' synthase (L-NAME). Excessive levels of H)S
could contribute to the hypotension of septic shock; Hui ef
al. [109] showed that H)S production was significantly in-
creased in arteries of septic or endotoxemic rats and that
level of endogenous H;S were inversely comrelated with
blood pressure and cardiac function Regarding the mcom-
plete data, the use of H)S as an adjuvant treatment in inten-
sive care is therefore at an experimental stage and far from a
clinical use for septic shock resuscitation [110].

3. Recombinant Human Activated Protein C

Another approach to improve endothelial function during
sepsis would be recombinant human activated protein C
(thAPC) activated protein C i1s a potent anticoagulant and
profibrinolytic enzyme. able to inactivate coagulation factors
Va and VIIIa and TFPI [111]. Pro-inflammatory cytokines
such as TNF-o decrease the activity of thrombomoduline,
which interacts with the protein C to form activated protein
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C [34]. Recent studies show that the occurrence of DIC in
septic shock is a precursor of multiple organ failure [112]
and a decrease of protein C in septic patients is correlated
with an increased risk of mertality [113]. During septic
shock. treatment with thAPC leads to a 19% reduction in
relative risk of mortality [114], an effect attributed to its an-
ticoagulant and anti-inflammatory properties. The PROW-
ESS trial (Recombinant Human Activated Protein C World-
wide Evaluation in Severe Sepsis) [114] showed that treat-
ment with thAPC was associated with faster recovery of
cardiovascular failure. But in rodent models of endotoxemia.
thAPC also demonstrated a profective effect on microcircu-
lation through the inhibition of leukocyte-endothelial interac-
tion, inhibition of subsequent leukocytes adherence to the
endothelmum and suppression of inflammatory cytokine pro-
duction [115-117]. Moreover. Sennouvn ef al. [69] reported
that thAPC improved both endothelial dysfunction and arte-
rial contractility induced by bacterial LPS 1n 1solated mouse
arteries, through an increase in eNOS activation. a reduction
of LPS-mnduced upregulation of NF-xB and iNOS expres-
sion. At last, De Backer et al. [118] used OPS to vispalize
sublmgualmcmhucnmdmvemgneﬂneﬂecuof
rhAPC on septic patients; they showed an early increase of
perfused capillaries. In spite of these interesting experi-

mental data, notably endothelial properties, thAPC would
be not improve patients’ survival and has therefore been
recently removed from the available pharmacological
tools.

CONCLUSION

Regarding the major role of microcirculatory dysfunction

in the pathophysiology of sepsis and organ failure, the endo-
thelium appears to be a key therapeutic target. So far how-

ever. no ideal treatment has been identified and further work
is therefore needed to shed light on potential therapeutics of
microcirculatory dysfunction during sepsis and the possi-
bility to monitor microcirculation in critical patients. To
date, the best approach seems to be a multimodal therapy
targeting the different mechanisms involved in microcircu-
latory distress.
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ABSTRACT

Corticosteroids have been shown to reduce short-term mortality during septic shock and
therefore recommended in the most severe patients as adjuvant therapy. Until recently,
recombinant human Activated Protein C (APC) was also considered in the management
of more severe cases. As myocardial depression has long been recognized as a
manifestation of organ dysfunction during septic shock, we examined whether
corticosteroids (dexamethasone, DEXA, 150pg/kg/h) and/or APC (33ug/kg/h) treatments
improve sepsis-induced cardiac dysfunction during cecal ligature and puncture (CLP)-
induced septic shock in Wistar rats. All rats received intravenous saline resuscitation (10
mlL/kg/h) and antibiotics. Eighteen hours after surgery, anesthesia was performed
(Isoflurane) and myocardial function was assessed using a conductance catheter
introduced into the left ventricle. Rats were then sacrificed; blood and heart were
harvested for biological analysis, including radical oxygen species determination. CLP
induced hypotension, depression of myocardial systolic performance (demonstrated by
significant decreases in dP/dtmax, end-systolic pressure-volume relationship, and
preload recruitable stroke work) and alteration of diastolic function (dP/dtmin) while
DEXA, APC and their combination thereof allowed correction of hemodynamic disorders
and improved myocardial mechanical efficiency. CLP was associated with higher levels
of nitnc oxide (NO) and superoxide anion (O?) in heart (electron paramagnetic
resonance studies), and consequently, peroxynitrite. DEXA and APC also improved
cardiac dysfunction by down-regulating the iINOS pathway and reducing myocardial
oxidative stress.

Key words: sepsis-induced cardiac dysfunction; radical oxygen species; conductance
catheter study; cecal ligation and puncture; corticosteroids.
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INTRODUCTION

Cardiovascular dysfunction is a major contributor in septic shock-induced mortality *.
Septic shock is characterized by both an alteration in vascular tone ? and also by a
systolic and diastolic biventricular dysfunction ® In clinical practice, volume-
resuscitated patients exhibit high cardiac output and low systemic resistance with
myocardial depression despite the high cardiac output. The overall incidence of
global left ventricular hypokinesia in septic shock patients without any prior cardiac
history is 60%, a value much higher than previously described *. In 10-20% of septic
shock patients, septic cardiomyopathy mimics a cardiogenic shock state with
impaired cardiac output leading to death ° Several hypotheses have been proposed
to explain sepsis-induced cardiac dysfunction, including the infiltration of activated
leukocytes ®, and the effects of cytokines such as TNF-a and IL-1B, identified as
“circulating myocardial depressant factors™”. Most of the deleterious effects of
proinflammatory cytokine have been attributed to the overproduction of nitric oxide
(NO), which may exert detrimental effects on the myocardium . The inhibition of NO
synthase activity has been shown o prevent endotoxin-induced myocardial
dysfunction ®. Conversely, under normal levels, NO is necessary for normal cardiac
physiology and plays a protective role in the ischemic heart through numerous
mechanisms '®'"". Recent studies have highlighted the negative inotropic role of
peroxynitrite '>** Indeed, the direct toxicity of nitric oxide is modest but is greatly

enhanced by reacting with superoxide (02-) to form peroxynitrite (ONOO-) ™.

Corticosteroids are recommended as an adjuvant therapy for adult septic shock

patients unresponsive to fluid resuscitation and vasopressors ' While their
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intracellular mechanisms of action are not completely elucidated, it has been shown
that they involve genomic and non-genomic mechanisms '®_ Genomic mechanisms
lead to inhibition of the NF-kB pathway, resulting in reduced expression of inducible
NO synthase (iINOS) . Over the past decade, a better understanding of sepsis
pathophysiology has emerged focused on the tight coupling of inflammation and
coagulation processes '®. Activated Protein C (APC), a systemic endogenous
anticoagulant and anti-inflammatory factor, has also been considered in the
management of septic patients. Despite the disappointing results of the PROWESS
SHOCK study ", many large scale clinical studies found beneficial effects of APC
use during sepsis -2 Anticoagulant properties do not appear to be the most
important cause of this benefit. APC also demonstrates cytoprotective, anti-apoptotic
and anti-inflammatory properties which are probably at the origin of its beneficial
effects 3. Lastly, APC has been demonstrated to inhibit NF-kB, TNF-a ?* or iNOS %

pathways.

Corticosteroids and APC improve vascular function in sepsis experimental models
but data are scarce regarding their effects on myocardial function during septic
shock. In a previous study from our group % we have observed an improvement in
left ventricular ejection fraction evaluated by echocardiography with APC after LPS
challenge in rats. Nevertheless, due to important dependency to load conditions,
ejection fraction cannot reliably evaluate intrinsic contractility, particularly in the
context of low blood pressure. We therefore decided to evaluate contractile cardiac
function by load-independent parameters using conductance catheter, in order to
discriminate vascular effects — extensively studied at this stage — and cardiac effects.

Since the pathophysiology of vascular and myocardial dysfunction during sepsis
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share multiple pathways, we tested the hypothesis that (a) corticosteroids and/or
APC improve sepsis-induced myocardial dysfunction in a cecal ligation and puncture
(CLP) model of septic shock, and that (b) this improvement involves down-regulation

of the INOS pathway with a decreased production of radical oxygen species.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Male Wistar rats weighing 380 to 420 g were obtained from the Centre d'élevage
Depré (St Doulchard, France). All experiments were conducted in accordance with
the National and European Institutes of Health guidelines for the use of laboratory
animals and were approved by the University of Lorraine. The investigation conforms
to the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals published by the U.S.

National Institutes of Health.

Shock model

Rats were anesthetized with Isoflurane (induction Fi = 3% then 1.5%) with FiO2 =
60%. A 2cm midline incision was made through the abdominal wall, the cecum was
ligated at half the distance between the distal pole and the base of the cecum, and
subsequently punctured once with a 21-gauge needle. The cecum was slightly
squeezed to expel a small amount of stool from the puncture site to ensure a full-
thickness perforation. The bowel was returned to the abdominal cavity and the
incision was closed. A midline incision was also made in the anterior neck area. The
right external jugular vein was cathetenzed (tubing PE-50) under sterile conditions,
and tunneled subcutaneously to the back of the neck. The exteriorized tubing was

routed out of the animal cage through a helical stainless steel wire spring to protect
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the tubing from manipulation by the animal and attached to a swivel device. The
sham operation consisted of laparotomy and manipulation of the cecum without
ligation or puncture. Neck surgery with catheterization for infusion was similar in the
other groups except the control group which did not undergo surgery (only

conductance catheter studies were performed without any prior intervention).

Treatment protocol

During the first four hours, rats were placed under a heating lamp until full awakening
and an analgesic was administered through the central line (nalbuphin: 1mg/kg over
2 minutes). Four hours after the surgery, all rats (except controls which were not
instrumented) received antibiotics (imipenem: 10 mg/kg over 10 minutes) and a
continuous infusion of saline (10mL/kg/h) for a total duration of 14 hours (from the 4™
hour to the 18™ hour). At this point, instrumented rats were randomly divided into 6
groups comprised of 5 rats each: control, sham, peritonitis (CLP), dexamethasone
150pg/kg/h (DEXA), recombinant human activated protein C (rhAPC) 33pg/kg/h (Lilly,
Indianapolis, USA), DEXA+APC 150pg/kg/h-33pg/kg/h, diluted in the saline solution

used for continuous fluid loading.

Surgical procedures for left ventricular catheterization

Eighteen hours after surgery, rats were anesthetized again with isoflurane. The neck
incision was reopened to expose the trachea and the left carotid artery. After
intubating the trachea, the animal was then paralyzed (pancuronium 2mg/kg) and
placed on positive pressure ventilation using a rodent ventilator (Model 683, Harvard
Apparatus) with FiO2 = 60%, respiratory rate = 53.5 * weight ®*®, tidal volume= 6.2 *
weight'® A temperature probe was inserted into the rectum and central body

temperature was maintained between 36.7 and 37.3 °C using a heating pad and
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lamp. During the experiments, rats were perfused continuously with isotonic saline
10mL/kg/h. A bisubcostal incision was made to access the inferior wall of the
diaphragm with an electrocautery system (MD 62, KLS Martin Group, Germany).
Thereafter, the diaphragm was opened and a 3-0 suture was passed around the
inferior vena cava (IVC) just above the diaphragm in order to perform IVC occlusions
by pulling the suture. A 2-F conductance catheter (SPR-838, Millar Instruments,
Houston, TX) was calibrated beforehand to convert raw arbitrary relative volume unit
to true volume using calibration wells with known diameters (calibration cuvette 910-
1048, Millar Instruments) containing heparinized blood from the same species of rat
and heated at 37°C. Conductance catheter was inserted into the right carotid artery
and advanced into the left ventricle. The proper positioning of the catheter was
assessed by wvisual aspect of pressure-volume (PV) loops. The catheter was
interfaced with a PV analog signal amplifier and data were collected with an analog-
to-digital converter (Millar Pressure Conductance Unit model 200, Millar Instruments
Inc, Houston, TX). All variables were displayed and recorded using 10X 2.2.46°
software (EMKA Technologies, France). After a 10-minute rest period, saline
calibration was performed (40pL hypertonic saline, 30%, bolus injection through
central venous line) to estimate the parallel volume. After a further 10-minute rest
period, the left ventricular pressure and volume were measured at steady state. A
series of other parameters were also measured including heart rate (HR), stroke
volume (SV), maximum pressure (Pmax), cardiac output (CO), pressure development
during isovolumic contraction (dp/dtmax) and relaxation (dp/dtmin). Upon completion
of this step, inferior vena cava occlusion was performed by bnefly lifting the ligature

around the IVC in order to temporarily modify preload conditions. The left ventricular

252



end-systolic and end-diastolic pressure volume relationships (Ees and EDPVR) were
obtained, as well as time-varying maximum elastance (Emax), preload-recruitable
stroke work (PRSW), pressure-volume area (PVA), potential energy (PE) and stroke
work (SW). Just before sacrifice, arterial blood was collected by heart puncture,
allowing blood gas analysis. Plasma was isolated by centrifuging the blood
immediately after collection and stored at -80°C. Finally, the myocardial ventricular
tissue was sectioned for nitric oxide and superoxide measurements.

Electronic Paramagnetic Resonance (EPR) Studies

The EPR protocol has previously been described by Mostefai ¥ and Khoo et al. %
Briefly, for superoxide anion spin trapping, right ventricles were treated for 45 min at
37°C with desferoxamine-chelated Krebs—HEPES solution containing 1-hydroxy-3-
methoxycarbonyl-2,2 5 5-tetramethylpyrrolidine (CMH, 500 mmollL; Noxygen,
Elzach, Germany), desferoxamine (25mmol/L), and diethyldithiocarbamate (DETC,
Smmol/L). The reaction was stopped by putting the samples in ice. Samples were
then frozen in liquid N, and analyzed by EPR. For NO spin trapping, the technique
was based on the use of colloid iron (Il) diethyldithiocarbamate [Fe(DETC),], to trap
NO from left ventricles.

Statistical analysis

After testing for their normal distribution (Kolmogorov-Smirnov test), data are
presented as mean * standard deviation, where n represents the number of rats.
Data were analyzed with statistical software GraphPad Prism version 4.0 (San Diego,
CA, USA). Between-group differences were tested by one-way analysis of variance

with Bonferroni correction. P values less than 0.05 were considered significant.
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RESULTS

Model characteristics

When compared to sham animals, CLP was associated with arterial hypotension
(mean arterial pressure (MAP): 109 + 12 vs. 77 £ 13 mmHg), no changes in heart
rate and increased lactate level (2.7 + 0.8 vs. 5.7 + 2.5 mmol L") (Table 1).

CLP decreases systolic and diastolic myocardial function (table 2).

Changes detected by conductance catheter readings confirmed that LV systolic
function was impaired in CLP rats compared to sham animals. Cardiac output was
higher in septic animals while LV maximal rate of pressure development (dP/dtmax)
was significantly lower than in sham-treated animals (7213 £ 1787 vs. 11570 + 1242
mmHg.min™', p < .001). Preload recruitable stroke work (PRSW), a load-independent
measure of systolic function, was significantly lower in pentonitis than in sham-
treated animals (48 + 18 vs. 104 £ 55 mmHg, p < .01). Similar results were found
using the slope of the end-systolic pressure volume relationship (Ees). Conversely,

ejection fraction was not different between these groups.

Furthermore, pressure—volume catheter readings obtained with this model accurately
detailed abnormal changes in LV diastolic function in peritonitis. DP/dtmin was
decreased by 38% and 37% during CLP in comparison with control and sham rats
respectively (p < .01). End diastolic pressure volume relationship (EDPVR) was not
statistically different between expenmental groups.

CLP decreases myocardial efficiency.

Pressure-Volume Area (PVA), an index of myocardial oxygen consumption, was

significantly higher in CLP animals (42.1 + 95 vs 156 + 6.6 mL mmHg, p < .01).
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Nevertheless, mechanical efficiency (SW to PVA ratio) was significantly depressed
during CLP (0.47 £ 0.07 in CLP rats compared to 0.67 = 0.07 in control and 0.76 +

0.12 in sham rats, p < 01).

Ventricular dysfunction is associated with increased NO and superoxide anion production.
Myocardial NO and superoxide anion levels were significantly higher in the CLP

group than in controls or sham-treated rats (figure 1).

Comparative effects of APC, DEXA and their combination

DEXA, APC and their combination thereof improve systemic hemodynamics.

MAP was restored by DEXA and APC + DEXA. A non-significant improvement in
MAP (p = 09) was observed in APC-treated rats when compared to CLP rats.
Cardiac output was restored to basal values with all treatments. Lactate levels

decreased in all treated groups (table 1).

DEXA, APC and their combination thereof improve ventricular function and cardiac
efficiency.

Sepsis-induced decreases in dP/dtmax, dP/dtmin, Ees and PRSW were significantly
corrected by all treatments (table 2). Conversely, values of ejection fraction were

similar between all groups. Treatments decreased myocardial oxygen consumption

and improved myocardial mechanical efficiency (table 3).

Improvements in myocardial function are associated with a decrease in myocardial NO and
superoxide anion.

Lastly, myocardial NO and superoxide anion levels decreased in all treated groups
except for superoxide anion in the DEXA group. Nonetheless, addition of DEXA to
APC enabled an even greater decrease in NO and superoxide anion levels than with

APC alone, reaching levels observed in sham and control animals (figure 1).
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DISCUSSION

Characterization of the links between inflammation, coagulation, the immune and
neuroendocrine systems along with randomized studies has led to international
recommendations for the use of low-dose hydrocortisone and, until recently, the use
of rhAPC in the early management of septic shock '°. In the present study, we report
that APC and dexamethasone improve sepsis-induced cardiac dysfunction. These
effects were associated with an important decrease in NO and radical oxygen

species production.

Model characteristics

Since the endotoxemia model is probably far from the clinical setting, we used a
more relevant protocol of CLP, combining volume resuscitation, antibiotics and
delayed treatment (4 hours after CLP induction). The use of a high-volume fluid
therapy led to a hyperdynamic model and represents the large majority of
resuscitated septic patients. Moreover, close to human septic shock and despite a
hyperkinetic state, CLP rats displayed a systolo-diastolic myocardial dysfunction
associated with an increase in myocardial oxygen consumption leading to a decrease
in myocardial efficiency. Importantly, as extensively described 2 concems about the
ability of ejection fraction to identify cardiac dysfunction were clearly outlined. Altered
contractility combined with low afterload in the CLP group have certainly masked
changes in ejection fraction. Finally, we observed an association between decreased

myocardial function and myocardial NO and superoxide anion overproduction.

APC and DEXA improve myocardial function
We showed that both treatments improved systolic and diastolic dysfunction.
Regarding APC, this is consistent with the findings of Favory et al. who reported a

correction of ex-vivo systolic dysfunction with murine APC infusion during
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experimental endotoxinic shock *. In this study, intrinsic contractile cardiac function
was assessed by means of isolated heart perfusion, a method that informs about
contractile function but which cannot take into account the peripheral influences from
nervous or humoral systems, unlike conductance catheter studies. In this latter study,
beneficial effects of APC were also associated with attenuation of entotoxin-induced

inflammatory response and a reduction of plasma levels of nitrite/nitrate.

Similarly, it is now well recognized that corticosteroids during septic shock improve
shock outcome in the most severe patients *'. DEXA has been shown to improve
arterial contractility and endothelial dysfunction in septic shock rats 2. Nevertheless,
data concerning myocardial effects of glucocorticoids during septic shock are scarce.
Using hydrocortisone, Feng et al. * noted an improvement in dP/dtmax in CLP-
induced septic rabbits, while Wang et al. * observed a decrease in myocardial NO
and INOS expression, as well as troponine levels in septic rats. In the present study,
using relevant parameters of systolic and diastolic function, we found that DEXA
improved systolic and diastolic function. Similarly to human septic shock, we
observed a marked decrease in sepsis-induced hyperkinetic state with both drugs **.
This effect may be related to an increase in afterload secondary to the improvement
in vascular reactivity but also to the decrease in myocardial oxygen consumption.
APC and DEXA improve cardiac efficiency.

Mechanical efficiency has long been assessed by the stroke work to pressure-volume
area ratio (SW/PVA) *. SW/PVA reflects the mechanical efficiency of converting the
total mechanical energy (PVA) available to the left ventricle to external work (SW). In
our study, we found a significant alteration of SW/PVA during CLP, which was
normalized after APC and/or DEXA infusion. Septic shock induced a severe alteration

of energetic myocardial efficiency, related to an important increase in energy
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consumption in excitation-contraction coupling, as previously reported * During
severe sepsis, the heart is in a state of considerable “oxygen waste” due to increased
energy utilization for electronic work, most likely partly secondary to decreased
efficiency of the mitochondria . Peroxynitrite has been involved in the alteration of
almost every component of the mitochondrial electron transport chain through
mechanisms involving cysteine oxidation, tyrosine nitration and damage of iron
sulphur centers *”_ Although we only indirectly estimated peroxynitrite formation in the
myocardium, we can hypothesize that improvement in cardiac efficiency observed
after APC and/or DEXA infusion is at least partly mediated by inhibition of ROS
production, and specifically peroxynitrite in the heart. This hypothesis was confirmed
by Lancel et al. who found an improvement in myocardial contractile dysfunction in

endotoxin-treated rats with the use of peroxynitrite neutralizers '2.

Effects on radical oxygen species (ROS) production

Although we did not extensively investigate the pathways implicated in sepsis-
induced cardiac dysfunction, our results confirm that septic cardiomyopathy is
associated with an overproduction of NO and superoxide anion and that both APC
and DEXA decreased this production. In a previous study, we similarly demonstrated
that these two drugs also decreased NO and superoxide anion overproduction at the
vascular level. Peroxynitrite is known to play a major role in sepsis-induced
cardiomyopathy. Although we did not evaluate peroxynitrite production at the cardiac
level, it is well demonstrated that when both superoxide and NO are synthesized
within a few cell diameters of each other, they combine spontaneously to form
peroxynitrite by a diffusion-limited reaction *. So we can readily hypothesize that
limitation of peroxynitrite formation is at least partly responsible for our findings on

improvement of sepsis-induced cardiac dysfunction by APC and DEXA.
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When considering hemodynamic or contractility parameters, administration of APC or
DEXA alone allowed almost a complete restoration of these parameters to the level
of control ones. Identifying a further effect in the APC+DEXA group was then unlikely.
Nevertheless, NO and superoxide anion levels in heart were decreased by APC or
DEXA alone and co administration induced a much more reduction, suggesting an
additive effect.

Limitations

Firstly, on October 25, 2011, Ehl Lily and Company announced the voluntary
withdrawal of Xigris (drotrecogin alfa [activated]) following the negative results of its
most recent clinical trial, the PROWESS-SHOCK study '. Despite these
disappointing results, there were numerous pre-clinical studies demonstrating
potential benefits effects of APC. Thus, even if the present results do not lead to
further progress in the clinical area, they are nonetheless valuable from a
pathophysiological point of view. Moreover, many reasons other than product
inefficiency may explain a negative result. An unfavorable benefit-risk balance related
to hemorrhagic complications may have mitigated the undeniable effects of APC and
the development of new molecules sharing the same beneficial pathways without
anticoagulant drawback should be encouraged.

Secondly, and because APC and corticosteroids display a myriad of genomic and
non-genomic effects, we were not able to explore all implicated cellular pathways.
We therefore chose to focus on ROS production, and in particular on NO and
superoxide anion. Many publications have identified APC and corticosteroids as
INOS inhibitor, and there is mounting evidence against the deleterious role of INOS in
sepsis-induced organ dysfunction. However, ischemia/reperfusion (IR) phenomenon

is a contributor of organ dysfunction during septic shock and the role of INOS during
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IR is much more controversial . Moreover, a recent study has pointed out the
participation of mitochondrial NOS in sepsis-induced cardiomyopathy . As our work
was not designed for it, we were not able to differentiate between these several
isoforms of NOS.

Finally, the choice of dexamethasone, which is fivefold more anti-inflammatory than
hydrocortisone, as well as the dose delivered should be discussed. In clinical
practice, low-dose corticosteroid therapy is preferred to high doses because high
dosages have been associated with an increase in the risk of death 3 Nevertheless,
when reviewing the experimental literature, all of the studies reported an
improvement in survival independently of the molecule, the dose, and the presence
of mineralocorticoid effect. This may be explained by the fact that the deleterious
effects of high doses in clinical setting are generally related to infections which are

not present in a short and lethal model of septic shock.

CONCLUSIONS

APC and corticosteroids not only improve sepsis-induced vascular dysfunction but
also sepsis-induced cardiac dysfunction and myocardial energetic efficiency in a rat
model of hyperdynamic septic shock. These effects are mediated by the limitation of

NO and superoxide anion production in the myocardium.
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FIGURE LEGEND
Figure 1: Quantification of the amplitude of Nitric oxide (NO)-Fe(DETC), and

superoxide anion (02-)-CMH levels in heart at H18 post CLP, as measured by
electronic paramagnetic resonance. NO and O2- levels were significantly higher in
CLP rats. APC allowed a significant decrease in radical oxygen species. DEXA
allowed a decrease in NO levels but not O2-. Combination of APC plus DEXA
allowed a normalization of NO and O2- levels to control (CTRL) or sham values. * p <
.05 vs. CLP; T p <.05 vs. rats that have not undergone CLP (control and sham); 1 p

<.05 vs. rats receiving APC+DEXA; mean + SEM; n = 5 for each group.
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TABLES

Table 1: Major hemodynamic variables and blood lactate levels (H18 post CLP)

CTRL SHAM cLp APC DEXA APC+DEXA
Heart rate (bpm) 42718 42912 419126 413+33 419+18 414+4]1
MAP (mmHg) 111 +15* 109+12* | 77+13 94+13 110+7* 104 +8*
Pmax (mmHg) 147 +£14* 141 +11* | 108+10 125+11 138+9* 137 +3*
CO (mL.min™) 39+8* 40+ 14* 92+22 52 +18* 42+7* 51+20*
Blood lactate (mmol.L'i) 3.0+1,0* 27%0.8* |57%25 2.7+0.4* 2.8+0.8* 3.0+0.4*

*p <.05 vs. CLP; mean = SD; n = 5 for each group. bpm, beats per minute; MAP,

mean artenal pressure; Pmax, maximal left ventricular pressure; CO, cardiac output
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Table 2: Systolic and diastolic parameters in the various experimental groups (H18

post CLP)
CTRL SHAM o APC DEXA APC+DEXA

dP/dtmax | 11890% 11570 ¢ 7213+ 10750 + 10910 % 10110 +
(mmHgs™) | 1417* 1242* 1787 2064* 919* 910*
Ees 141+043* |[119+051* |0.28+009 |090+0.14* |0.78+0.12* | 1.02+0.05*
(mmHguL?)
PRSW 103+27* 104 +55* 43+18 106 + 43* 82+17* 111+54*
(mmHg.uL)
Ejection 63+12 63+13 6710 63+29 67+12 63+7
fraction (%)
dP/dtmin -10730 ¢ -10050 + 6347 + 8853 +1313* | 9682+ -9853 + 484*
(mmHgs®) | 1410* 1045* 1000 1196*

*p <05 vs. CLP; mean + SD; n = 5 for each group. dP/dtmax: first derivative of
maximal developed pressure during isovolumetric contraction;, Ees: End Systolic

Pressure Volume Relationship; PRSW: Preload Recruitable Stroke Work; dP/dtmin:

first derivative of minimal developed pressure during isovolumetric relaxation.
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Table 3: Energetics and mechanical efficiency in the various experimental groups

(H18 post CLP)
CTRL SHAM cp APC DEXA APC+DEXA
Pressure volume area 17.0+9.5* 15.6+6.6* 42.1%95 | 152+3.5* |183+%6.7* | 13.9+3.2*
(PVA) (mL.mmHg)
Mechanical efficiency | 0.67 +0.07* | 0.76+0.12* | 0.47+0.07 | 0.79+0.11* | 0.72 0.76 +0.07*
(SW/PVA) 0.11*

*p <.05 vs. CLP; mean = SD; n = 5 for each group. SW: stroke work.
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Les microparticules dans le choc
septique, marqueurs pathogénes et
cibles thérapeutiques potentielles

Résumé

Le choc septique est caractérisé par une intense activation cellulaire marquée par une
génération excessive de microparticules (MPs), libérées dans I'espace extracellulaire suite a
un remaniement de la membrane plasmique. Les MPs participeraient a la dysfonction
cardiovasculaire et a la coagulopathie du choc septique.

Nous avons exploré lintérét des MPs circulantes comme marqueurs pathogénes, en
étudiant I'effet d’acides gras exogeénes sur le remodelage de la membrane plasmique et la
genése des MPs, in-vitro dans un modéle de cellules en culture stimulées par une
endotoxine et in vivo chez le rat septique. Nous avons ensuite caractérisé l'activation
cellulaire du choc septique chez I’'homme, en utilisant les MPs circulantes comme témoins
de la dysfonction du compartiment vasculaire, puis montré la place des MPs comme cibles
thérapeutiques potentielles au cours du choc septique, par leur modulation pharmacologique
dans un modéle de choc septique chez le rat.

Nous montrons ainsi I'intérét des MPs comme un nouvel outil dans I'exploration de nouvelles
pistes physiopathologiques du choc septique et comme cibles pharmacologiquement
modulables a des fins éventuellement thérapeutiques.

Mots clés : microparticules, choc septique, coagulation intravasculaire disséminée, protéine
C activée, endothélium, inflammation, hémostase.

Résumeé en anglais

Septic shock is characterized by an intense cell activation marked by an excessive
generation of microparticles (MPs), released into the extracellular space after plasma
membrane remodeling. MPs take part in cardiovascular dysfunction and coagulopathy of
septic shock.

We investigated the role of circulating MPs as pathogenic markers, by studying the effects of
exogenous fatty acids on plasma membrane remodeling and MP generation, in vitro with
cultured cells stimulated by an endotoxin and and in vivo in septic rats. We have then
characterized the cellular activation of septic shock in humans, using circulating MPs as
evidence of vascular dysfunction and shown the place of MPs as potential therapeutic
targets, through their pharmacological modulation in a rat model of septic shock.

We have therefore shown the interest of MPs as a new tool to explore septic shock
pathophysiology and as therapeutic targets than can be pharmacologically modulated.

Key words: microparticles, septic shock, disseminated intravascular coagulation, activated
protein C, endothelium, inflammation, hemostasis.
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