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L'hyperglycémie et I'insulino-résistance constituent les altérations métaboliques des patients
septiques associées a un pronostic défavorable, a une augmentation des dysfonctions
cardiovasculaires et a une augmentation de la mortalité. Si plusieurs études démontrent que
I'insulinothérapie a forte dose diminue la mortalité et prévient la dysfonction multi-organes, elle est
souvent controversée car responsable d’hypoglycémies déléteres. La Protéine Tyrosine Phosphatase
1B (PTP1B) est un régulateur négatif de la voie de signalisation dépendante de I'insuline et de la voie

de production du NO.

L'idée développée dans le laboratoire est que I'inhibition de la PTP1B pourrait constituer une
cible thérapeutique potentielle dans le sepsis en améliorant la sensibilité a I'insuline et ainsi les
conséquences sur la fonction endothéliale et cardiaque. Bien qu’il ait été montré que la délétion
génétique en PTP1B diminue la dysfonction cardiovasculaire lors du sepsis, les effets de cette délétion
sur le métabolisme glucidique dans I'amélioration de la dysfonction cardiovasculaire restent méconnus

et constituent I'objectif de notre travail.

Dans un modele de sepsis induit par Ligature et Perforation Caecale, nous avons pu mettre en
évidence que la délétion génétique totale de PTP1B limite I'insulino-résistance induite par le sepsis,
améliore la voie de signalisation dépendante de ’AMPK et la translocation des GLUT-4 et diminue
I'inflammation. Ces effets s"accompagnent d’'une diminution de la dysfonction endothéliale induite par
le sepsis et améliore la production de NO. La délétion génétique endothéliale de PTP1B permet quant
a elle une amélioration significative de la fonction endothéliale et de la sensibilité a I'insuline et au

glucose.

Ces travaux ont donc permis de mettre en évidence I'effet bénéfique de la délétion génétique
en PTP1B dans le sepsis par amélioration de la sensibilité a I'insuline et des conséquences sur la

fonction endothéliale et cardiaque.

Mots clés : glucose, hyperglycémie, insulino-résistance, PTP1B, sepsis sévere, dysfonction vasculaire
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Hyperglycemia and insulin resistance are septic metabolic alterations associated with poor
prognosis, increased cardiovascular dysfunction and mortality. Several studies have demonstrated that
high-dose insulin therapy reduces mortality and prevents multi-organ dysfunction but is controversial
because it is often associated with deleterious hypoglycemia. Protein Tyrosine Phosphatase 1B (PTP1B)

is a negative regulator of both insulin signaling and NO production.

The concept developed in our laboratory is that PTP1B inhibition could be a potential
therapeutic target in sepsis by improving both insulin sensitivity and these consequences on
endothelial and cardiac function. PTP1B genetic deletion has been shown to decrease cardiovascular
dysfunction in sepsis but the effects of this deletion on carbohydrate metabolism in the improvement

of cardiovascular dysfunction remain unknown and constitute the objective of our work.

In a sepsis model induced by Ligature and Caecal Perforation, we have demonstrated that the
total PTP1B genetic deletion limits insulin resistance induced by sepsis, improves the AMPK signaling
pathway, the GLUT-4 translocation and reduces inflammation. These effects are followed by decreased
endothelial dysfunction induced by sepsis and improves NO production. The endothelial PTP1B genetic

deletion, significantly improves endothelial function, insulin and glucose sensitivity.

This work demonstrate the beneficial effect of the PTP1B genetic deletion in the sepsis by

improvement of the insulin sensibility and these consequences on endothelial and cardiac function.

Keywords : Glucose, hyperglycemia, insulin resistance, PTP1B, severe sepsis, vascular dysfunction
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| — Sepsis

1. Histoire

La premiere utilisation du mot « sepsis » dans le contexte médical remonte a I’Antiquité, quand
le poéte Homére (VIII¥™ siécle avant J-C) emploie pour la premiére fois ce terme dérivé direct du grec
« sepo » signifiant « je pourris » *. Plus tard, en 400 avant J-C, dans son Corpus Hippocraticum, le
philosophe Hippocrate reprend ce terme pour décrire la dérégulation des humeurs corporelles comme
étant la cause de toutes les maladies. Il qualifie alors le sepsis de « dégradation biologique dangereuse
et odorante du corps » 2. A son tour, Galien (129-199), considéré comme une autorité dans le monde
de la médecine, décrit le sepsis comme le résultat de « la production de créatures invisibles émettant
des fumées putrides, les miasmes » 3. Bien que les termes employés a I'époque nous semblent éloignés
de la médecine moderne, ces découvertes sont belles et bien le fondement des pensées actuelles.
L’époque des Temps Modernes (XVe™® — XVIII*™ siécles), marquée par les pandémies de peste, de
choléra ou de tuberculose, voit se développer les connaissances autour de la transmission des maladies
infectieuses. A cette période, Anthony van Leeuwenhoek décrit pour la premiére fois les « animacules »
connus aujourd’hui sous le terme de bactéries *. Le XIX®™ siécle représente une ére ou le savoir médical
est en plein essor. Grace aux connaissances de nombreux hommes comme Joseph Lister, Ignaz
Semmelweiss, Louis Pasteur et Robert Koch, I'origine et le mode de transmission des infections sont
maintenant acquis et décrits. La découverte de la pénicilline par Sir Alexander Fleming permet en
parallele de débuter les traitements des infections diverses. Enfin, les recherches de Richard Pfeiffer
(1858-1955) sur le choléra, le méne a découvrir « la substance stable dans les bactéries responsables
des effets toxiques du choléra », substance qu’il nomme, de par sa localisation a l'intérieur des
bactéries, « endotoxine » °. Malgré les avancées de la médecine moderne, I'avénement de

I'antibiothérapie et le séquencage du génome humain, le sepsis n’a été clairement décrit que depuis

une vingtaine d’année, lors du consensus de 1991 °.

2. Epidémiologie

Le sepsis est la principale cause d’admission dans les services de réanimation médicale avec
une incidence du sepsis séveére représentant 10% des hospitalisations 7 et un accroissement relatif de
I'incidence au cours des deux derniéres décennies 8°. En France, le nombre de sepsis sévéres et de
chocs septiques est estimé a 70 000 cas par an représentant ainsi 8 a 15 cas pour 100 admissions en

; . . 8 R 14 . s . ’ s s .
réanimation °. Malgré I'évolution des thérapeutiques et I'avancée de la médecine moderne, la

mortalité du sepsis sévére reste élevée, de 30% a 40% a 28 jours et proche de 50-60% globalement >1°,
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soit plus de 30 000 déces par an. L'ensemble de ces données en font un probléme de santé publique

majeur.

Les infections en cause sont a 50% d’origine respiratoire, a 25% d’origine intra-abdominale, a
5% d’origine urinaire et les autres sources d’infection (neuro-méningées, ostéo-articulaires...)
représentent a peine 3% des cas %', Il existe aussi de nombreux co-facteurs augmentant le risque de
sepsis. En effet, 'étude EPISEPSIS menée dans les services de réanimation francais et portant sur
différentes cohortes de patients, démontre que les pathologies sous-jacentes telles que I'insuffisance
cardiaque, la cirrhose hépatique ou I'immunodépression augmentent a la fois le risque de développer

un sepsis mais aussi le taux de mortalité associé 12

Aussi, les patients porteurs d’une
immunosuppression par la présence d’une néoplasie présentent un risque plus important de sepsis et
de mortalité indépendamment de I'dge 2. De nombreuses études ont montré I'implication de facteurs
génétiques dans I'augmentation du risque infectieux. Le polymorphisme concernant des génes codant
pour les protéines du systéme immunitaire inné telles que le bactericidal/permeability increasing
protein (BP1) 14, Lipopolysaccharide Binding Protein (LBP) ¥, Ring Finger Protein (RFP175) ® et le
polymorphisme concernant des génes codant pour des cytokines telles que Tumor Necrosis Factor a
(TNF-a), Interleukine-1B (IL-1B), Interleukine-6 (IL-6) ou encore Interferon gamma (IFN-y) sont
fortement impliqués. Enfin, d’autres facteurs de prédisposition rentrent en jeu tels que I'dge, avec une
nette majoration du nombre de cas a partir de 65 ans ; le genre, avec une plus forte incidence et une
plus forte mortalité chez les hommes 7 ; I'ethnie, avec une plus forte incidence en Asie du Sud et de

I’Est ainsi que dans le Pacifique 8 et une plus forte incidence chez les personnes a la peau de couleur

noire ceci pouvant s’expliquer par certaines co-morbidités associées telles que le VIH ou le diabéte

19,20

A ce jour, la prise en charge des patients septiques dans les services de réanimation francais
représente une préoccupation majeure en raison de I'augmentation des admissions a I’h6pital, du
pronostic sévere avec un taux de mortalité élevé en cas de facteurs associés et des difficultés d’'une

identification précoce.

3. Evolution de la définition du sepsis
a. Consensus de 1991 : premiere définition du sepsis

La difficulté d’établir un diagnostic a poussé les professionnels de santé a se réunir en 1991,
lors du consensus American College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine (ACCP-SCCM)
afin de standardiser et de simplifier la terminologie autour du sepsis mais aussi de faciliter la

communication entre cliniciens et chercheurs et de limiter les confusions entre ces professionnels de
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santé. Lors de ce consensus, le syndrome de réponse inflammatoire systémique (SIRS) est défini
comme un processus inflammatoire systémique non infectieux survenant suite a une agression telle
gu’un traumatisme, une br(lure, une ischémie, une pancréatite ou autre. Le SIRS inclut une ou
plusieurs des manifestations cliniques suivantes référencées dans les Guidelines : une température
corporelle supérieure a 38°C ou inférieure a 36°C, une tachycardie (fréquence cardiaque supérieure a
90 battements par minute (BPM)), une tachypnée (fréquence respiratoire supérieure a 20 cycles
respiratoires/min ou une PaCO, inférieure a 32mmHg) et un taux de leucocytes supérieur a
12 000/mm?3 ou inférieur & 4 000/mm3. L'une des complications fréquentes du SIRS est le
développement d’un syndrome de dysfonction d’organes multiples (Multiple Organ Dysfunction Score,
MODS). Le sepsis est quant a lui décrit comme un SIRS associé a une infection confirmée et comprenant

au moins deux des symptémes décrits précédemment (figure 1).

T
Pal
ACTEREMIA
OTHER
: f“.l D
4 SEPSI TRAUMA
BURNS
N

1 PANCREATITIS

3¢5 BLOOD BORNE INFECTION

ANFZINYZaN

Figure 1 : Inter-relations entre le syndrome de réponse inflammatoire systémique (SIRS), I'infection et le sepsis.

Le SIRS est un processus inflammatoire systémique non infectieux survenant suite a une agression telle qu’un traumatisme,
une brilure, une ischémie, une pancréatite ou autre.

Le sepsis est décrit comme un SIRS associé a une infection confirmée. Figure issue de I'article de ACCP/SCCM Consensus
Conference, Chest, 1992 6,

Le sepsis est qualifié de « sévere » quand il existe au moins une défaillance d’organes associée
telle que la thrombopénie, I'oligurie, un trouble de la conscience, I'augmentation des lactates ou
I"apparition de marbrures. Le choc septique est quant a lui défini comme un sepsis sévere associé a
une hypotension tissulaire persistante malgré une ressuscitation adéquate par remplissage vasculaire
6. Bien que ces définitions aient le mérite d’initier une prise de conscience sur la pathologie septique,
les conclusions sur la prise en charge des patients restent floues. Les auteurs témoignent eux-mémes
de leurs difficultés a reconnaitre et a identifier les différentes variables des états inflammatoires

entrainant une réponse des professionnels de santé pas toujours appropriée.
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b. Consensus de 2001 : autre définition du sepsis

En 2001, un nouveau consensus est réuni pour modifier les définitions du sepsis et ajouter des
précisions quant aux critéres diagnostics établis lors du consensus de 1991. Des lors, le syndrome de
réponse inflammatoire systémique comprend des parameétres généraux (température corporelle,
fréquence cardiaque) inflammatoires (nombre de leucocytes, dosage de protéine C réactive),

hémodynamiques (index cardiaque, tension artérielle) et de perfusion tissulaire (lactatémie) (figure 2).

Table 1 Diagnostic criteria for o
sepsis Infection

Documented or suspected and some of the following®:

General parameters

Fever (core temperature =38.3°C)

Hypothermia (core temperature <36°C

Heart rate =90 bpm or =2 §D above the normal value for age

Tachypnea: =30 bpm

Altered mental status

Significant edema or positive fluid balance (=20 ml/kg over 24 h)

Hyperglycemia (plasma glucose >110 mg/dl or 7.7 mM/I) in the absence of diabetes

Inflammatory parameters
2 Defined as a pathological pro-  Leukocylosis (white blood cell count =12,000/ul}
cess induced by a micro-orean-  Leukopenia (white blood cell count <4,000/ul)
ism . b Normal white blood cell count with »10% immature forms
b Values above 70% are normal  Plasma C reactive protein >2 5D above the normal value
in children (normally 75-80%)  Plasma procalcitonin »2 SD above the normal value
and should therefore not be )
used as a sign of sepsis in new-  Hemodynamic parameters

borns or Uhild_“—‘ﬂ Arterial hypotensiond (systolic blood pressure <90 mmHg, mean arterial pressure <70,

¢ Values of 3.5-5.5 are normal or a systolic blood pressure decrease >40 mmHg in adults or <2 5D below normal for age)
in children and should there- Mixed venous oxygen saturation >70%b

fore not be used as a sign of Cardiac index >3.5 | min-1 m-2e.d

sepsis in newborns or children  Organ dysfunction parameters
d Diagnostic criteria for sepsis Arterial hypoxemia (Pa0, FI02 <300)

in the pediatric population is Acute oliguria (urine output <0.5 ml kg~! hr! or 45 mM/1 for at least 2 h)

signs and symptoms of inflam-  Creatinine increase =0.5 mg/dl

mation plus infection with hy- Coagulation abnormalities (international normalized ratio =1.5 or activated partial
per- or hypothermia (rectal thromboplastin time =60 £)

temperature =38.5°C or Ileus (absent bowel sounds)

<35°C), tachycardia (may be Thrombocytopenia (platelet count <100,000/ul)

absent in hypothermic patients)  Hyperbilirubinemia (plasma total bilirubin =4 mg/dl or 70 mmaol/l)
and at least one of the follow-

ing indications of altered organ  Tissue perfusion parameters

function: altered mental status, Hyperlactatemia (>3 mmol/1)

hypoxemia. elevated serum lac-  pyacragsed capillary refill or mottling|

tate level, and bounding pulses :

Figure 2 : Liste des signes cliniques possibles du SIRS.

Au vu des limites de la définition du SIRS établie lors du consensus de 1991, les auteurs constituent une liste de signes
cliniques permettant de mieux diagnostiquer un SIRS. Cette liste comprend des parameétres généraux, inflammatoires,
hémodynamiques et de perfusion tissulaire. Figure issue de I'article de SCCM/ESICM/ACCP/ATS/SIS International Sepsis
Definitions Conference, Int Care Med, 2003 21,

Lors de ce consensus, la définition du sepsis sévere reste inchangée et il est établi que la
dysfonction d’organes peut étre définie par le score Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) ou le
Multiple Organ Dysfunction Score (MODS) permettant de prédire la mortalité des patients en service
de réanimation. Ces scores sont basés sur des criteres évaluatifs des dysfonctions d’organes : en
fonction du systeme (respiratoire, cardiovasculaire, rénal...), des indicateurs de dysfonction ou des
variables sont analysées (ratio PaO,/FiO,, pression artérielle, taux de créatinine) et un degré de
dysfonction est établi, de 0 (dysfonction nulle) a 4 (dysfonction sévére) en fonction du résultat des

analyses des variables >3 (figure 3). A nouveau, bien que ces définitions renforcent la compréhension
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de la pathologie septique et que les signes, les variables et les symptomes analysés refletent la réalité

clinique, ils restent néanmoins non spécifiques et peu prédictifs du devenir des patients.

Degree of Dysfunction

Organ System Indicator of o :

s Dysfunction Mone Minimal Mild Moderate Severs

Q) (1) (2) (3) (4)
Respiratony P,0o/F0; ratio = 300 226-300 151-225 76150 =75
Renal Serum creatinine level = 100 umaolL 101-200 pmol'L 201-350 pmol/L 351-500 pmolL = 500 pmol/L
Hepatic Serum bilirubin level = 20 umal/L 21-60 pmol/L 61-120 pmolL 121-240 pmolL = 240 pmol/L
Cardiovascular Pressure-adjusted HR =100 10.1-15.0 15.1-20.0 20.1-80.0 = 30.0
Hematologic Platslet count = 120,000fmm?  [81,000-120,000/mm?| 51,000-80,000/mm" | 21,000-50,000/mm? = 20,000/mm?
Glasqow a5

Meurclogic Jffc'gri“' Coma Scale 15 15-14 10-12 79 =6

“Calculated as the product of HA and caniral venous pressura (CWH), divided by mean arterial pressure (MAF): (HR - CVPVMAR

SOFA Score
[
Variables 0 1 2 3 4
Respiratony
Pao./Fio,, mm Hg =400 =400 =300 =200t =100t
Coagulation
Platelets = 10°%/uLt =150 =150 =100 =50 =20
Liver
Bilirubin, mg/dLt <1.2 1218 2.0-5.90 g0-110 =120
Cardiovascular
Hypotension Mo hypotension Mean artenal Dop =5 or dob Dop =5, epi =0.1, Dop =15, epi >0.1,
pressure (any dose)§ or norepi =0.1§ or norepi >0.1§
=70 mm Hg
Central nervous system
Glazgow Coma Score Scale 15 13-14 10-12 6-0 =h
Renal
Creatinine, mg/dL <1.2 1210 2034 3540 or <500 =8.00r <200

or urine output, mL/d||
*Morepi indicates norepinephrine; Dob, dobutamine; Dop, dopamine; Epi, apinephrine; and Fia,, fraction of inspired oxygen.
\alues are with respiratory support
1To convert bilirubin from mg/dL to pmol/L, mutiply by 17.1.
SAdrenargic agants administered for at least 1 hour (doses
|Tor convert creatinine from mg/dL to pmol/L, multiply by

Jan ara in pgkg per minuta).
834

Figure 3 : Multiple Organ Dysfunction Score (MODS) et Sequential Organ Failure Assessment score (SOFA).

Tableaux regroupant les scores de dysfonction d’organes en fonction de I'organe touché, des indicateurs de dysfonction et
du degré de dysfonction.

Tableau issu de I'article de Marshall, Crit Care Med, 1995 23.

c. Consensus de 2016 : le sepsis 3.0

2 Les définitions précédentes

En 2016, de nouvelles définitions sont mises en place
segmentaient cette pathologie en SIRS, sepsis, sepsis sévere et choc septique. Aujourd’hui, les SIRS et
sepsis sévere ne sont plus considérés. En effet, les criteres du SIRS (température, fréquence cardiaque,
fréquence respiratoire) ne sont pas jugés assez performants pour déterminer I'état de sepsis chez un
patient. Le sepsis est donc aujourd’hui défini comme une dysfonction d’organes causée par une
réponse inappropriée de I’hote face a I'infection. Le choc septique est quant a lui défini comme un

sepsis associant des anomalies circulatoires et métaboliques profondes entrainant une augmentation

substantielle de la mortalité (figure 4).
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Figure 4 : Inter-relations entre la dysfonction d’organes, I'infection, le sepsis et le choc septique.

Le sepsis est aujourd’hui défini comme une dysfonction d’organes causée par une réponse inappropriée de I'hote face a
I'infection. Le choc septique est défini comme un sepsis associant des anomalies circulatoires et métaboliques profondes
entrainant une augmentation substantielle de la mortalité. Figure inspirée et adaptée de I'article de ACCP/SCCM Consensus
Conference, Chest, 1992 6,

Comme nous l'avons évoqué précédemment, le score SOFA consiste a évaluer les critéres de
la dysfonction d’organes survenant lors du sepsis. Ces critéres sont une diminution de la PaO,/FiO,,
une hypotension, une thrombopénie, une diminution du score de Glasgow (GCS ; reflétant I’état de
conscience du patient), une augmentation de la bilirubine, une augmentation de la créatinine et de
I'oligurie (figure 3). Un patient est considéré en état de sepsis lorsqu’il a une infection soupgonnée ou
documentée associant au moins deux des points de score SOFA. Bien que I'ensemble de ces critéres
semble précis, il nécessite des prélevements multiples (prélevements de sang, gaz du sang,
ionogramme sanguin, bilan hépatique) et des analyses approfondies parfois longues et
compromettantes pour le devenir du patient. Au vu de I'importance d’identifier le plus précocement
possible les patients a risque de sepsis, les experts réunis lors du consensus de 2016 ont mis en place
un nouveau critére dont I'évaluation peut étre réalisée au lit du patient ; il s’agit du quick-SOFA (qg-
SOFA). Le g-SOFA regroupe les critéres suivants : une fréquence respiratoire supérieure a 22 cycles
respiratoires/min, une altération de I’état neurologique (GCS < 13) et une pression artérielle systolique
inférieure ou égale a 100mmHg. Un patient est donc considéré septique s’il posséde au moins deux de
ces critéres du g-SOFA. Le choc septique est quant a lui défini par un sepsis nécessitant I'utilisation de
vasopresseurs pour maintenir une pression artérielle moyenne égale ou supérieure a 65mmHg, une

lactatémie égale ou supérieure a 18mg/dL avec une hypovolémie corrigée (figure 5).
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qSOFA 22? No N Sepsis sill . No Monttor clinical condition;

: ) > reevaluate for possible sepsis
see ?
\ @ suspected? if clinically indicated
Yes Yes )
. ¥ —
Assess for evidence
of organ dysfunction | [
. : | () qSOFA Vartables
¥ I "
SOFA 227 No Monitor clinical condition; Respatony rate
(o ,éx) : » reevaluate for possible sepsis Mental status
= If clinically Indicated Systolic blood pressure
Yes ' :
¥ . 3
o ' SOFA Variables
¥ Pa0,/FI0, ratlo
Despite adequate fluld e:jnsusmatmn, Glasgow Coma Scale score
1. vasopressors required to maintain .
Mean arterial pressure
MAP 265 mm Hg e P
AND Administration of vasopressors
2. serum lactate level >2 mmol/L? with type and dose rate of Infusion
. Serum creatinine or urine output
| Yes Bilirubin
Septic shock Platelet count

Figure 5 : Proposition de prise en charge d’un patient avec infection suspectée.

Un patient est considéré en état de sepsis lorsqu’il a une infection soupgonnée. Un patient est considéré septique s’il possede
au moins deux des criteres de g-SOFA. Il peut ensuite étre prélevé en vue d’analyser le score SOFA reflétant la dysfonction
d’organes. Le choc septique est défini par un sepsis nécessitant I'utilisation de vasopresseurs pour maintenir une pression
artérielle moyenne égale ou supérieure a 65mmHg, une lactatémie égale ou supérieure a 18mg/dL et ce malgré une
hypovolémie corrigée.

Figure issue de I’article The Third International Consensus Definitions for Sepsis and Septic Shock (Sepsis-3), JAMA, 2016 24,

Cependant, ces systémes SOFA et q-SOFA sont des scores de prédiction de mortalité et non de
diagnostic et il est important de confronter ces définitions théoriques a la réalité clinique et a la

physiopathologie complexe du sepsis.

4. Physiopathologie de la réponse inflammatoire au cours du sepsis

Le sepsis est une pathologie complexe considérée comme une succession d’événements
biologiques et métaboliques secondaires a l'introduction dans I'organisme d’'un agent infectieux
étranger (endo- ou exotoxine, protéine virale, élément constitutif d'un parasite ou d’'un champignon)
% La physiopathologie du sepsis se décline en trois mécanismes étroitement liés : I'initiation de la
réponse immune, 'activation et I'adhésion leucocytaires a I'endothélium modifiant le phénotype
endothélial et la production de médiateurs inflammatoires ?°. L’ensemble de ces mécanismes sera

détaillé dans ce paragraphe.
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a. Initiation de la réponse immune

L'infection résulte d’une interaction spécifique entre un Pattern Recognition Receptor (PRR),
récepteur du soi, et un Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPs), molécules du non-soi
présents sur les micro-organismes. Il existe trois types de PRR classés selon leur localisation :
membranaire tel que les Toll Like Receptor (TLR), soluble tel que le LPS-Binding Protein (LBP) et
cytoplasmique tels que les NOD-like receptor (NLR) et RIG-1-like receptor (RLR). Chaque PRR posséde
ses fonctionnalités propres de localisation, de reconnaissance et d’activation de voies en amont. Les
PAMPs, quant a eux, sont des motifs structuraux conservés qui different selon le micro-organisme
infestant : des glycoprotéines pour les virus, des peptidoglycanes pour les bactéries a Gram positif
(Gram +) et des lipopolysaccharides (LPS) ou des flagellines pour les bactéries a Gram négatif (Gram -
). Lorsque l'interaction spécifique PRR-PAMPs a lieu, I'agent infectieux est phagocyté et un signal

2728 |’initiation de la

danger est émis, marquant le déclenchement du processus inflammatoire
réponse immune est dépendante du type de bactéries infectant I’h6te. Lorsqu’il s’agit de bactéries a
Gram -, telles que I'endotoxine, le LPS est généralement reconnu par la protéine de liaison LBP. Le
complexe LPS-LBP ainsi formé est reconnu par le cluster de différenciation CD-14, protéine
transmembranaire ou soluble, qui permet I'acheminement du LPS-LBP vers un PRR : les récepteurs de
type TLR4 230, Une fois la liaison réalisée, la voie de sighalisation du TLR4 est mise en place, provoquant
I'activation de protéines intracellulaires comme la Myeloid differentiation protein 88 (MyD88)
responsable de I'activation de nombreuses voies de signalisation. Premiérement, MyD88 active la
Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate Oxydase (NADPH oxydase), elle-méme responsable de
la production d’Especes Réactives de I'Oxygene (ERO) activant la voie Mitogen-activated protein
kinases (MAPK) ou la voie Nuclear Factor-kappa B (NF-kB) 3. Dans un second temps, MyD88 active via
Interleukin-1 receptor-associated kinase (IRAK) et TNF receptor-associated factor 6 (TRAF6), la voie /-
kappa-B kinase beta (IKK-B) responsable de I'activation et de la translocation du facteur NF-kB. Enfin,
MyD88 active via IRAK et TRAF6, la voie MAPK responsable de I'activation et de la translocation d’AP-
1. NF-kB et Activator protein-1 (AP-1) ainsi transloqués dans le noyau, permettent I'expression de
génes codant pour des cytokines pro-inflammatoires, pour la NO Synthase Inductible (NOSi) ou pour
la cyclooxygénase (COX-2) 27283233 (figure 6). Il est aussi clairement établi que NF-kB est responsable
de la sécrétion de E-sélectine impliquée dans I'activation et I'adhésion leucocytaire, sujet que nous

détaillerons dans la partie suivante 34,
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Figure 6 : Initiation de la réponse immune par la voie du TLR4.

L'initiation de la réponse immune se fait par liaison du lipopolysaccharide (LPS) au LPS-Binding Protein (LBP). Le complexe
LPS-LBP est reconnu par le Cluster de différenciation CD-14 permettant I'acheminement du complexe vers un Pattern
Recognition Receptor, ici le Toll-like Receptor 4 (TLR4). Figure issue de Mackmann, Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol., 2003 3>

Dans d’autres cas, le LPS se lie au cluster de différentiation CD-163 entrainant I'endocytose du
LPS sans activation ni transcription de facteurs inflammatoires 3. Lorsqu’il s’agit d’une infection par
des bactéries a Gram + (staphylocoque ou streptocoque), la reconnaissance des bactéries se fait via la
partie peptidoglycanes (PGN) et via la partie acide lipotéchoique (LTA) reconnues toutes deux par le
CD-14 et entrainant I'activation de la voie TLR2, TLR4 et TLR6 permettant la transcription des facteurs

impliqués dans la réponse inflammatoire (TNF-a et IL-6) 3738,

b. Activation et adhésion leucocytaires

L’endothélium joue un rdle primordial dans I'activation des leucocytes observée dans le sepsis
permettant la migration des leucocytes activés au site inflammatoire par sécrétion de molécules
d’adhérence. Ce phénomene est a l'origine de I'adhésion leucocytaire qui se déroule en trois phases :
le rolling, 'adhérence et la migration. La premiére étape de I'adhésion leucocytaire appelée rolling est
responsable d’un ralentissement des leucocytes par des interactions de faible intensité avec la cellule
endothéliale (CE). Les sélectines (E-sélectine ou L-sélectine), résistantes aux forces de cisaillement
élevées, représentent les premiéres molécules d’adhérence capables de ralentir les leucocytes *.
L'adhérence constitue la deuxieme étape de I'adhésion leucocytaire. Elle consiste en un attachement

solide des leucocytes a la CE grace a la sécrétion de molécules d’adhérence telles que intercellular
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adhesion molecule (ICAM) et vascular adhesion molecule (VCAM) %°. Cette étape d’adhérence est lente
car dépendante de I'expression des molécules ICAM et VCAM non exprimées physiologiquement,
nécessitant donc une synthese protéique. La derniére étape de I'adhésion leucocytaire est la
migration. Cette étape met en jeu la production de facteurs chimiotactiques tels que I'IL-8, le C3a, le
C5a, le mitochondrial pyruvate carrier 1 (MPC-1) ainsi que le gradient chimio-attractant permettant la
migration des leucocytes a travers la barriére endothéliale en direction des tissus de la zone

inflammatoire.

c. Pérennisation du processus inflammatoire

L'infiltration leucocytaire entraine une réponse inflammatoire via I'expression et la sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires par les leucocytes participant ainsi a I'entretien du processus
inflammatoire ?°. Une transcription de facteurs anti-inflammatoires comme I'IL-10 est aussi réalisée
apres I'activation de la voie LPS jouant également un réle majeur dans le maintien de I’activation des
monocytes et autres cellules activées par le LPS %2, Cette inflammation lors du sepsis va étre détectée
et intégrée par le systéeme nerveux central et permettre I'activation des voies sympathique et
parasympathique. Ce réflexe neuro-inflammatoire entraine la sécrétion de substances
neuromédiatrices stimulant (substance P, noradrénaline) ou inhibant (acétylcholine, adrénaline,
PACAP et VIP) la réponse inflammatoire. En effet, des études montrent une connexion spécifique et
physiologique entre le systéeme nerveux et le systeme immunitaire inné permettant la production de

cytokines pro-inflammatoires durant le sepsis #4.

Le processus inflammatoire mis en place lors du sepsis est a la fois pro- et anti-inflammatoire.
A ce profil d’hyper-inflammation se caractérisant par la production de cytokines pro-inflammatoires,
s’ajoute la production de cytokines anti-inflammatoires telles que I'lL-10 ou I'IL-4 #*%%, Dans une étude
clinique réalisée sur 65 patients admis en service de réanimation pour un sepsis, les auteurs observent
une augmentation significative des taux de cytokines pro- et anti-inflammatoires. Les résultats
montrent que |'apparition d’'un profil pro-inflammatoire précoce et soutenu défini par une
augmentation significative du ratio IL-10/TNF-a est un indicateur de mauvais pronostic chez ces

patients 7.

La présence de cette boucle d’entretien du processus inflammatoire, comprenant des
réponses anti- et pro-inflammatoires, rend I'inflammation excessive et non contrélée conduisant a

I"apparition de dysfonction d’organes.
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5. Mécanismes de la dysfonction vasculaire au cours du sepsis

L’endothélium est une monocouche cellulaire recouvrant la totalité des systémes vasculaires.
Il représente une interface entre les tissus et les cellules inflammatoires circulantes responsable entre
autres, de la régulation de I’homéostasie, du contréle de la vasomotricité et des fonctions
immunologiques. Il représente un des éléments clé de la physiopathologie du sepsis. Comme nous
I'avons vu, la CE est activée par I'endotoxine ou les cytokines pro-inflammatoires et permet le
recrutement des leucocytes eux-mémes responsables de ['‘auto-entretien de I'inflammation.
L’endothélium acquiert alors un phénotype pathologique responsable de la dysfonction endothéliale

impliquée dans la dysfonction d’organe.

a. Données cliniques

Cliniguement, la dysfonction vasculaire est définie par une diminution des pressions artérielles
systolique et moyenne permettant de mettre en évidence une hypotension éventuelle (score SOFA —
paragraphe [.3.b). Aussi, de nombreux biomarqueurs permettent d’identifier la dysfonction
endothéliale lors du sepsis. Plus de 11 études cliniques ont déterminé I'angiopoiétine 2 (Ang-2) comme
biomarqueur du sepsis humain avec une élévation significative de I'expression d’Ang-2 chez les
patients en sepsis en comparaison aux sujets sains. D’autres biomarqueurs tels que le VCAM soluble,
I'ICAM soluble, le facteur tissulaire (TF), le plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1), le facteur von
Willebrand, 'ADAMTS 13 ou le Vascular endothelial growth factor (VEGF) soluble ont aussi été
identifiés. Les sélectines et les intégrines sont utilisées comme biomarqueurs de [’activation

endothéliale et sont corrélées au devenir des patients 44°,

b. Dénudation endothéliale, apoptose et microparticules

La dénudation endothéliale se caractérise par un détachement de CE de la membrane basale.
L'injection intraveineuse d’endotoxine chez des rats montre un élargissement de I'espace sous-
endothélial et une augmentation de la déformation de la lame élastique interne suivis d’une
modification de la morphologie des CE. L'endotoxine provoque des altérations ultra-structurales de
I’'ensemble de I'endothélium °°. De méme, sur des échantillons de sang de patients atteints de sepsis
ou de choc septique, une augmentation du nombre de CE circulantes est observée témoignant de la

survenue de dommages endothéliaux dans le sepsis °2.

Cette dénudation de I’endothélium s"accompagne d’une apoptose des CE. En effet, I’exposition

de CE artérielles ou de CE glomérulaires en culture avec du LPS ou TNF-a augmente significativement
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I’expression de la protéine pro-apoptotique bcl-2 homologous antagonist-killer (Bak) et I'activité de la
caspase-3 et diminue significativement I'expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-x, favorisant

ainsi 'apoptose de ces cellules >#>3,

L'un des médiateurs de la physiopathologie de la dysfonction endothéliale rencontrée lors du
sepsis est la présence de microparticules (MP). Les MP sont des petites vésicules circulantes de 0.1 a
1.0 um provenant de la membrane des cellules (lymphocytes, cellules myéloides, plaquettes ou CE)
durant I'activation ou I'apoptose cellulaires. Elles jouent un rdéle dans la thrombose, I'inflammation et
la réactivité endothéliale >*. Dans un modéle murin de sepsis induit par ligature et perforation caecale
(CLP), la présence de MP est significativement augmentée par rapport aux souris contréles et celle-ci
stimule I'inflammation et augmente la mortalité >>. De méme, sur des collections de sang de patients,
I’'augmentation du nombre de MP TF+/CD13+ est corrélée avec la sévérité du sepsis par augmentation

du score SOFA 8,

L'ensemble de ces mécanismes a l|‘origine des modifications ultra-structurales de
I’endothélium augmente le phénomene de perméabilité endothéliale favorisant entre autres la

survenue d’cedéme interstitiel dans le sepsis *’.

c. Propriétés pro-adhésive, pro-coagulante, anti-fibrinolytique

Lors d’un sepsis, I'endothélium devient pro-adhésif, pro-coagulant, pro-thrombotique et anti-
fibrinolytique. Concernant I'état pro-adhésif de I'endothélium, I'augmentation plasmatique des
molécules d’adhésion lors du sepsis favorise I'étape de rolling et d’adhérence des leucocytes qui
s’accumulent alors au niveau de la zone inflammatoire . Dans des études sur cellules isolées ou dans
différents modeéles de sepsis, une augmentation des taux d’ICAM-1 et de E-sélectine est observée

témoignant de I'état pro-adhésif de I'endothélium.

De méme, une altération de la balance pro-coagulant/anti-coagulant est décrite. L’expression
des facteurs pro-coagulant est augmentée alors que I'expression des facteurs anti-coagulant est
diminuée *°. En effet, le LPS mais aussi le TNF-a et I'IL-1B, libérés lors de l'initiation de la réponse
immune, entraine une augmentation de I'expression du TF a la surface des CE impliquées dans la
premiére étape de la cascade de coagulation *°. De plus, le LPS et le TNF-a entrainent une diminution
des taux de production de protéine C, de protéine S, d’antithrombine Il et de I'inhibiteur de la voie du
TF (tissue factor pathway inhibitor, TFPI) par la CE. Ces facteurs anti-coagulants alors sous-exprimés

favorisent le caractére pro-coagulant de I'endothélium dans le sepsis .
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Concernant les propriétés anti-fibrinolytiques de I’'endothélium lors du sepsis, de nombreuses
études sur cellules isolées et dans des modeéles de sepsis animaux ont montré |'augmentation
significative des taux de PAI-1 et tissue plasminogen activator (t-PA) aprées stimulation avec du TNF-a
ou de I'lL-1B. Sur du sang de patients, cette augmentation aussi observée est corrélée a un pronostic

défavorable 662,

d. Vasoplégie et hyporéactivité vasculaire

La vasoplégie se caractérise par une relaxation vasculaire trés importante liée a la perte du
tonus vasomoteur des CE. De multiples mécanismes sont a I'origine de cette vasoplégie entrainant une
réduction du calcium cytosolique dans les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) et une
vasorelaxation. En effet, les neutrophiles et les leucocytes activés par I'’endothélium en conditions
inflammatoires favorisent la sécrétion de médiateurs par les CE tels que le monoxyde d’azote (NO), la
prostacycline (PGI2), les leucotrienes et les ERO. De méme, une désensibilisation des récepteurs de

type alpha-adrénergiques est retrouvée suite a la production excessive de catécholamines.

i. Monoxyde d’azote

Le NO est un radical gazeux produit a partir de la L-arginine et de I'oxygene via les enzymes
NOS (figure 7). Physiologiquement, le NO est produit par la NOS endothéliale (NOSe) en petites
quantités et son caractére labile lui permet de diffuser a travers les CMLV pour activer la guanylate
cyclase (GC) et augmenter le Guanosine monophosphate cyclique (GMPc) entrainant ainsi une

relaxation vasculaire.

NH 0O O 0]
).L NO Synthase J\
H,N N OH HoN N OH t N==
H NADPH + O, H
NH, NH,
L-arginine L-citrulline Monoxyde d'azote

Figure 7 : Réaction de synthése du NO.
La L-arginine est transformée en L-citrulline et en monoxyde d’azote sous I'action de la NO Synthase et en présence de
NADPH et d’oxygene.

Les cytokines pro-inflammatoires libérées lors de I'initiation de la réponse immune entrainent
une production de NOSi favorisant la libération de NO en grande quantité par la CE ®3. La production
excessive de NO a pour conséquence une vasoplégie responsable de I'hypotension consécutive *°.
L'injection de LPS chez des souris déficientes en NOSi déclenche une hypotension moins sévéere chez

ces souris ®*. Dans une autre étude réalisée dans notre laboratoire, I'administration de LPS ou de TNF-
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o chez des souris diminue significativement la réactivité vasculaire induite par le flux témoignant de

I’'hyporéactivité vasculaire via I’endotoxine ou I'inflammation ©°.

il. Peroxynitrite

La formation de peroxynitrite (ONOQO’), puissant agent oxydant formé par la réaction
spontanée du NO avec I'anion superoxyde O3, participe largement a la vasoplégie septique. Dans un
modele de rats septiques induits par CLP, les auteurs montrent une élévation des taux de peroxynitrite
responsable d’une dysfonction vasculaire. Par ailleurs, le peroxynitrite peut altérer le signal
catécholaminergique car il dégrade les catécholamines par oxydation en dérivés adrénochromes, les

rendant inactives ; ce phénoméne accentue la vasoplégie septique .

jii. Facteurs relaxants dérivés de I'endothélium

La PGI2 et les leucotrienes sont des facteurs relaxants dérivés de I'endothélium (EDRF),
métabolites de I'acide arachidonique. Une surexpression de ces facteurs entraine une vasorelaxation
a 'origine de I'cedéme et de I’hypoperfusion rencontrés lors du sepsis 2°. Une autre étude montre que
la PGI2, produite via I'action de COX-2, est un médiateur clé de la vasoplégie induite par I'acétylcholine
sur les aortes de rats septiques induits par CLP ®’. De méme, elle facilite la libération endothéliale de
NO qui, en retour, potentialise I'action de la PGI2 au niveau des CMLV par inhibition de la

phosphodiestérase majorant ainsi le processus de dysfonction endothéliale du sepsis®.

iv. Les canaux potassiques

Les canaux potassiques adénosine-triphosphate-dépendant (Karp) et les canaux potassiques de
grande conductance calcium-dépendant (BKc.) entrainent une sortie d’ions K* responsables d’une
hyperpolarisation de la CMLV, conduisant a une diminution de la probabilité d’ouverture des canaux
calciques dépendant du potentiel donc une baisse du Ca?* cytosolique. Lors du sepsis, les canaux Karp
et BKca peuvent s’ouvrir sous I'effet de la déplétion en ATP, de I’hypoxie ou du peroxynitrite entrainant

une relaxation vasculaire excessive .

V. Vasopressine

La vasopressine est une hormone anti-diurétique produite par I’"hypothalamus et libérée par
I’hypophyse. Physiologiquement, elle joue un role mineur dans la régulation de la pression artérielle

permettant une vasoconstriction via sa capacité a inhiber les canaux Karr et la production de NO.
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Cependant, en réponse a I'hypotension lors du sepsis, les stocks hypophysaires et donc la

concentration plasmatique de vasopressine sont diminués participant a la vasoplégie septique 771,

vi. Récepteurs alpha-adrénergiques

Lors du sepsis, une augmentation des taux circulants de catécholamines (adrénaline,
noradrénaline, prostaglandines, angiotensine...) est observée. Cette augmentation massive entraine
une exposition continue et répétée du récepteur a son agoniste participant a la désensibilisation des
récepteurs adrénergiques responsable d’une résistance aux catécholamines. On observe alors une
down-régulation des récepteurs adrénergiques avec une internalisation prolongée et une dégradation.
Dans un modele de rats septiques, une diminution du nombre de récepteurs alpha 1-adrénergiques

est observée conduisant a une résistance aux catécholamines 72.

e. Perméabilité vasculaire et glycocalyx

Les modifications ultra-structurales de I'endothélium survenant lors du sepsis et contribuant a
la dysfonction endothéliale sont nombreuses. La dénudation endothéliale et I'apoptose des CE dont
nous avons discuté dans le paragraphe 5.a.ii. s’accompagnent également d’autres dommages
cellulaires favorisant I'augmentation de la perméabilité vasculaire a I'origine d’cedeme interstitiel. Il a
été montré qu’une surexpression de PGI2 et de leucotriénes provoque une modification des jonctions
serrées de la CE entrainant une altération endothéliale associée a une augmentation de la perméabilité

endothéliale.

Concernant les ERO, il a été montré que I'O; a faible concentration augmente la synthese des
PGI2 et a donc un effet vasodilatateur. Dans le sepsis, a forte concentration, 'Oy se lie aisément au
NO formant ainsi 'ONOO™ . Ce peroxynitrite ainsi que I’'H;O, sont toxiques pour les protéines

endothéliales et I’ADN et entrainent des dommages cellulaires de I’endothélium.

Le glycocalyx est un complexe membranaire protéique recouvrant la surface intra-luminale des
CE. Il posséde un réle déterminant dans la perméabilité vasculaire et confére ses propriétés anti-
coagulantes a I’endothélium. La destruction du glycocalyx intervient en présence d’un stress oxydant,
d’une hyperglycémie, de cytokines pro-inflammatoires et d’endotoxine et constitue donc un
mécanisme majeur de la dysfonction endothéliale rencontrée de I'état septique 3. En effet,
I’administration de LPS chez des rats entraine une dysfonction vasculaire décrite par une augmentation
du stress oxydant et une perte du glycocalyx endothélial visible par microscopie intravitale 7. De

méme, dans un modele murin, I'hyperglycémie, induite par injections uniques ou chroniques,
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augmente la perméabilité de I'endothélium sans pour autant affecter son volume montrant que le

glycocalyx représente une cible précoce de I'hyperglycémie septique 7.

L'ensemble des troubles de la coagulation, de la régulation du tonus vasomoteur et de la
perméabilité endothéliale est responsable a la fois d’'une I’hypoperfusion tissulaire et d’une
hyperperméabilité vasculaire. Cette dysfonction vasculaire est responsable des dommages tissulaires

et ainsi de I'’ensemble des dysfonctions d’organes observées.

6. Mécanismes de la dysfonction cardiaque au cours du sepsis

a. Données cliniques

La dysfonction cardiaque touche pres de 50% des patients diagnostiqués en sepsis. En effet,
une étude de 2004 montre que la dysfonction cardiaque systolique est présente chez 44% des patients
présentant un sepsis ou un choc septique. La cardiomyopathie septique se caractérise par une
diminution du débit cardiaque dépendante d’une atteinte de la contractilité intrinseque du myocarde
avec réduction de la fraction d’éjection ventriculaire gauche 7677, Différents marqueurs biologiques
permettent d’identifier la dysfonction cardiaque chez les patients en sepsis. Un lien de corrélation
entre une concentration plasmatique élevée de brain natriuretic peptide (BNP), marqueur de la
dysfonction cardiaque, et une augmentation de la mortalité des patients est ainsi mis en évidence 2.
De méme, une élévation des taux de troponine T et | est mise en évidence chez les patients septiques
présentant une dysfonction ventriculaire gauche 7°. Si la mise en évidence de la dysfonction cardiaque
chez les patients est possible via des biomarqueurs, il est nécessaire de comprendre les mécanismes
physiopathologiques impliqués dans la mise en place de cette cardiomyopathie septique dont les

différents aspects seront discutés dans les parties suivantes.

b. Circulation coronarienne

La diminution du flux sanguin coronarien représente I'un des premiers mécanismes proposés
comme contributeurs majeurs de I"apparition de la dysfonction cardiaque dans le sepsis &. Dans I'une
des premieres études cliniques réalisée en 1986, les auteurs montrent que le flux coronarien est
similaire ou augmenté sur des patients en sepsis en comparaison a des sujets sains avancant ainsi l'idée
que la circulation coronarienne n’est pas altérée dans la pathologie septique 8. Dans des études plus
récentes, il est montré que I'endotoxémie chez le rat entraine une diminution significative de la
pression de perfusion coronarienne démontrant I'implication d’une hypoperfusion coronarienne dans

le développement du sepsis 823,
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c. Troubles de la contractilité et de la compliance cardiaques

La diminution de la contractilité cardiaque ainsi que I'altération de la compliance cardiaque
ont été clairement établies comme éléments favorisant la dysfonction cardiaque dans le sepsis. Des
études réalisées sur modéles animaux 8, des cceurs isolés &, des cellules en culture # ou en clinique ¥
viennent confirmer cette hypothése. Plusieurs mécanismes sont a l'origine des troubles de

contractilité et de la compliance cardiaque durant le sepsis.

La signalisation adrénergique joue un role important. En effet, la sécrétion de catécholamines
stimule les récepteurs B-adrénergiques présents sur les cardiomyocytes activant les voies de
signalisation des petites protéines G puis de la protéine kinase A (PKA). L’activation de ces voies stimule
la contraction et la relaxation des cardiomyocytes et influence la fréquence cardiaque 2. Des études
montrent que I'élévation des taux circulants de catécholamines favorise une augmentation des taux
protéiques de Gai-2 et Gai-3 entrainant une diminution de I'activation de I'adénylate cyclase. Cet effet
est a l'origine d’une dysfonction cardiaque avec troubles de la contractilité, de la relaxation et de la

fréquence cardiaque chez des rats et chez des patients septiques (figure 8) 80,
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Figure 8 : Signalisation adrénergique et conséquences cardiaques dans le sepsis.

Lors du sepsis, la libération de catécholamines stimule le récepteur B-adrénergique. Les petites protéines G inhibitrices sont
alors activées entrainant une inhibition de I'adénylate cyclase (AC) et limitant I’activité de la PKA. En résulte une dysfonction
cardiaque avec modulation de la fréquence cardiaque, de la relaxation et de la contractilité. Figure issue de Rudiger, Crit. Care
Med., 2007 88,

Le trafic calcique joue également un réle important dans I'apparition de dysfonction cardiaque.
Il a été montré que I'endotoxine et les cytokines suppriment les courants calciques de type L sur les

sarcolemmes des cardiomyocytes de rats isolés entrainant une réduction de la contractilité
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myocardique 1. Aussi, le sepsis induit une diminution de la densité des récepteurs a la ryanodine (RyR)
placés sur la membrane du réticulum sarcoplasmique (RS) limitant ainsi la sortie de Ca?*. La diminution
de I'entrée de Ca®* par les canaux de type L associée a la diminution de la sortie de Ca?* vig les RyR
montre que le phénomeéne de Calcium-induced Calcium release est nettement diminué dans le sepsis

conduisant ainsi a des troubles de contractilité cardiaque °2

. A ces mécanismes s’ajoutent une
inhibition de la pompe sarco(endo)plasmic reticulum calcium ATPase (SERCA) durant le sepsis
empéchant la recapture du Ca?* dans le RS et favorisant ainsi la dysfonction mitochondriale (discutée

dans le paragraphe 5. b. vi) (figure 9) .

N U

\— Sarcolemma

Cf#: Mitochondrion

SR

Figure 9 : Trafic calcique et conséquences cardiaques dans le sepsis.

Le sepsis supprime les courants calciques de type L sur les sarcolemmes des cardiomyocytes, induit une diminution de la
densité des RyR placés sur la membrane du RS limitant ainsi la sortie de Ca?* et inhibe de la pompe SERCA entrainant une
réduction de la contractilité myocardique et favorisant ainsi la dysfonction mitochondriale. Figure issue et adaptée de
Rudiger, Crit. Care Med., 2007 28,

Enfin, I'altération des myofibrilles lors du sepsis a été mise en évidence. Dans un modéle de
rats dont le sepsis est induit par CLP, les auteurs décrivent une altération de la sensibilité au Ca?* via la
voie de signalisation du récepteur B-adrénergique dans les myofibrilles cardiaques contribuant a

I’apparition d’une dysfonction cardiaque par modification de la contractilité 9.

d. Altération de I'autonomie cardiaque

L'altération de I'autonomie cardiaque se caractérise par des troubles de la variabilité de la
fréquence cardiaque. Ainsi, la mesure au lit du patient des variabilités de la fréquence cardiaque
constitue une méthode utile, peu onéreuse et non invasive permettant de diagnostiquer les patients

avec une altération de I'autonomie cardiaque *.

Cette altération est aujourd’hui clairement
démontrée dans le sepsis et celle-ci s’"accompagne d’un pronostic défavorable des patients . Elle se
caractérise généralement par une tachycardie en réponse a une stimulation B-adrénergique et a
I’hyperthermie 8. Une étude publiée par Annane et al. montre que I'élévation des catécholamines
circulantes dans le sepsis altére le systéme nerveux sympathique entrainant une modulation de

I'autonomie cardiaque avec des variabilités de la fréquence cardiaque contribuant a Ia
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cardiomyopathie ¥7. Enfin, une étude de Sharshar et al. montre une augmentation de "apoptose, de
I'inflammation et de la production de NOSi au niveau des neurones des centres autonomes des
cardiomyocytes chez des patients en choc septique présentant une dysfonction cardiaque. Dans ce
contexte, des travaux sur l'intérét et la place des béta-bloquants ont été réalisés pour le contréle de la
fréquence cardiaque chez les patients en sepsis montrant un réel impact bénéfique pour certains

patients sélectionnés %,

e. Perturbations métaboliques, dysfonction mitochondriale et apoptose cardiaques

Dans le sepsis, de profonds changements métaboliques sont observés. En effet,
physiologiquement, le coeur a pour substrat préférentiel les acides gras libres (AGL). Chez les patients
septiques, il a été mis en évidence une diminution de I'utilisation des AGL comme substrat métabolique
au profit quasi exclusif du substrat glucose. Ce shift de I'utilisation des substrats métaboliques est
associé a une diminution de I’absorption de glucose par les cellules myocardiques conduisant a un
phénoméne de dysfonction cardiaque %. L’ensemble de ces perturbations métaboliques rencontrées

lors du sepsis a I’échelle de I'organisme entier sera approfondi dans la partie Il de ce manuscrit.

Le sepsis se caractérise également par une altération de la fonction mitochondriale incluant
des anomalies structurelles, une augmentation de la perméabilité du pore de transition mitochondrial,
des dommages de ’ADN mitochondrial et une diminution de I'activité des cytochromes oxydase . Il
est démontré que I"administration de LPS entraine un stress oxydant via la production d’ERO. A cette
production, s’ajoute une diminution significative de [I'expression protéique des complexes

mitochondriaux I, IV et V confirmant la dysfonction mitochondriale par la présence de dommages

mitochondriaux dans le coeur °°.

Cette dysfonction mitochondriale rencontrée lors du sepsis est a l'origine d’une dysoxie,
perturbation de I'oxygénation tissulaire, responsable d’une déplétion en ATP et d’une apoptose
cellulaire °1, Dans un modéle de rats endotoxiniques, les auteurs observent une augmentation de
I'activité caspase-like 3, 8 et 9 dans les cardiomyocytes du ventricule gauche associée a une dysfonction
contractile du ventricule gauche %2 Cette étude établie clairement le lien entre les phénoménes

apoptotiques et la dysfonction cardiaque observés lors du sepsis.

Dans une étude réalisée sur un modele de CLP chez le rat, les auteurs décrivent une
modification du métabolisme cardiaque ainsi qu’une diminution de I'activité mitochondriale associée
a une augmentation de I'activité de la caspase-3 entrainant une diminution de la contractilité des
cceurs isolés 101, Cette étude permet donc de mettre en évidence les liens étroits qui unissent les

différents mécanismes a I'origine de la physiopathologie de la dysfonction cardiaque.
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7. Stress du réticulum endoplasmique dans la dysfonction cardiovasculaire

Le stress du réticulum endoplasmique (SRE) est un mécanisme mis en jeu dans de nombreuses
pathologies. Il existe un équilibre complexe entre le SRE adaptatif qualifié de mécanisme protecteur et
le SRE chronique souvent délétére ; ainsi un SRE insuffisant ou au contraire une exacerbation du SRE
sont associés a des états pathologiques. Il est donc important de comprendre le mécanisme du SRE et

son réle dans les pathologies notamment dans I'atteinte cardio-vasculaire septique.

a. Meécanisme du stress du réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique (RE) est un organite intracellulaire des eucaryotes impliqué dans
la synthese et le métabolisme de nombreuses protéines. Cet organite est un senseur des altérations
de 'homéostasie cellulaire capable d’entrainer une réponse cellulaire adaptée. Ce mécanisme est
connu sous le nom de stress du réticulum endoplasmique. Un stress tel que I'accumulation de
protéines mal-repliées dans la lumiére du RE, va permettre I'activation de I'Unfolded Protein Response
(UPR) dont le but est de restaurer I’'homéostasie cellulaire. Cette réponse cellulaire complexe est
initiée par trois molécules principales que sont PKR-like ER kinase (PERK), activated transcription factor
6 (ATF6) et Inositol-requiring enzyme-1 (IRE-1) qui interagissent avec la protéine chaperonne
Bip/GRP78. Lors d’un SRE, Binding immunoglobulin protein/glucose-regulated protein-78 (Bip/GRP78)
se dissocie des trois protéines transmembranaires. La protéine ATF6 est alors transloquée dans
I'appareil de Golgi et les voies de signalisation C/EBP HOmologous Protein (CHOP), ATF4 et X-box
binding protein 1 (XBP-1) sont activées. Ces réponses ont pour but de diminuer la biosynthése des
protéines afin de réduire I'accumulation de ces protéines dans la lumiére du RE, d'augmenter la
biosynthese des protéines chaperonnes, d'augmenter la biosynthese des protéines impliquées dans la
machinerie de dégradation des protéines associées au RE ("ER-associated degradation" - ERAD) et

d'aider le RE a retrouvrer son homéostasie (calcique en particulier) (figure 10) 1037105,
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Figure 10 : Activation de 'UPR (Unfolded Protein Response) lors du stress du réticulum endoplasmique.

Physiologiquement, les trois protéines transmembranaires PERK, IRE-1 et ATF6 sont maintenues inactives par la protéine
chaperonne Bip/GRP78. Lors d’un SRE, il y a activation de I'UPR, la protéine chaperonne Bip/GRP78 est alors dissociée des
protéines transmembranaires (étape 1). La protéine ATF6 est alors transloquée dans |'appareil de Golgi (étape 2) et les voies
de signalisation CHOP, ATF4 et XBP-1 sont activées (étape 2). Ces réponses ont pour but de rétablir ’'homéostasie cellulaire.

b. Implication du SRE dans la dysfonction cardiovasculaire septique

L'implication du SRE dans la dysfonction cardiovasculaire septique a été mise en évidence
récemment. Une surexpression des marqueurs du SRE associée a une augmentation de I'apoptose des
cardiomyocytes est observée dans un modeéle de rats avec sepsis induit par CLP. Dans ce méme
modele, les auteurs montrent que l'inhibition du SRE protége le myocarde des phénomeénes
apoptotiques induits par le SRE 1. De méme, I'expression de CHOP, médiateur du SRE, est augmentée
dans de nombreux organes aprés CLP. Ce médiateur est directement impliqué dans I'amplification de
la réponse inflammatoire de la pathogenése du sepsis. Les auteurs montrent qu’une délétion
génétique de CHOP ou l'utilisation de sulfure d’hydrogéne, inhibiteur de CHOP, permet une
amélioration de la survie durant le sepsis 1%. En réponse au SRE, les voies de signalisation mises en
place stimulent I'inflammation et I'apoptose via différents mécanismes tels que la production d’ERO,
I'activation des caspases ou de la voie NF-kB. En effet, I'’étude de Toltl et al. montre que le SRE induit
par I'injection de LPS active la voie NF-kB et la voie Hypoxia Inducible Factors 1a (HIF-1a), responsables
de la majoration du processus inflammatoire. L’administration de 4-phenylbutyrate (4-PBA),
chaperonne chimique diminuant I'activation de la réponse UPR, diminue significativement
I'inflammation par modulation des voies NF-kB et HIF-1a %, Dans notre laboratoire, les travaux du Dr.
Pierre-Alain Thiébaut ont mis en évidence le réle du SRE dans la dysfonction cardiovasculaire induite

lors du sepsis. L'injection de LPS induit une dysfonction cardiaque observée notamment par diminution
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de la fraction d’éjection. La dysfonction endothéliale est quant a elle reflétée par une altération
majeure de la dilatation dépendant du flux (flow-mediated dilatation, FMD) associée a une
augmentation significative des taux de P-eiF2a et de GRP78 dans les artéres mésentériques. Le
traitement per os des souris par le 4-PBA permet d’améliorer significativement la fraction d’éjection,
de prévenir I'altération de la FMD et de limiter I'expression protéique des facteurs du SRE dans les
arteres mésentériques témoignant de l'implication du SRE dans la dysfonction cardiovasculaire

septique (en cours de publication).

8. La dysfonction d’organe au cours du sepsis

a. Dysfonction respiratoire

Les atteintes pulmonaires sont la conséquence directe de la dysfonction cardiovasculaire. Elles
sont décrites par des dommages alvéolaires diffus responsables de I’hypoxie, un infiltrat pulmonaire
bilatéral associé a un cedéme pulmonaire et une anomalie des rapports de ventilation et perfusion 1%,
Dans les formes les plus sévéres, un syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA) apparait avec une
mortalité hospitaliere atteignant les 40% rendant nécessaire la compréhension des mécanismes
impliqués et la mise en place de thérapeutique . Dans une étude expérimentale, les auteurs
montrent que I'administration intratrachéale de LPS chez des souris induit une altération pulmonaire
se manifestant par une élévation des taux de neutrophiles, de macrophages et de lymphocytes et par

une augmentation du score de lésions tissulaires pulmonaires 1,

b. Dysfonction hépatique

Le foie joue un réle central dans la pathogenese du sepsis. Il intervient dans la clairance
bactérienne, la production de protéines ou de cytokines et dans I’adaptation métabolique a
I'inflammation. La dysfonction hépatique se traduit par une hypoxie hépatique, une cholestase
hépatique conséquence d’'un métabolisme biliaire altéré et une défaillance hépatocellulaire
conséquence de I'inflammation excessive 2. Les cellules de Kupffer, macrophages résidents localisés
au contact des cellules endothéliales et des hépatocytes, sont fortement impliquées dans la
dysfonction hépatique septique. Ces cellules produisent en présence de LPS des cytokines pro-
inflammatoires, des ERO et du NO impliqués dans la dysfonction endothéliale et hépatique >4, La
dysfonction hépatique se révele un excellent marqueur pronostic dans I’évolution du sepsis et sur la
mortalité. Dans une étude clinique, la bilirubine, marqueur de la dysfonction hépatique est
significativement augmentée chez les patients ne survivant pas au sepsis *°. Dans une autre étude,

I"augmentation de la rigidité hépatique témoignant des dommages hépatiques (cholestase, marqueurs

de fibrose) apparait comme un facteur prédictif de mortalité chez les patients en sepsis 1.
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c. Dysfonction intestinale

La dysfonction intestinale lors du sepsis se caractérise par une diminution de la fonction de
barriere et une augmentation de la translocation bactérienne. La translocation bactérienne et
endotoxinique est effectuée via le systéme porte et le transport de cytokines pro-inflammatoire par le
systeme lymphatique mésentérique. Ces voies de transport intestinales majorent I'infection et I’état
inflammatoire systémique 7. Une étude réalisée au sein de notre laboratoire montre que I'injection
de LPS stimule la production de cytokines pro-inflammatoires, de molécules d’adhésion, de lactates et
d’ERO dans [lintestin et les poumons. Un pré-conditionnement ischémique induit par
ischémie/reperfusion de l'artére mésentérique des animaux permet de limiter I'inflammation
systémique, la production de lactate et I'atteinte intestinale et pulmonaire %, Une autre étude de
notre laboratoire montre qu’un pré-traitement avec des acides gras w3 poly-insaturés permet de
limiter la dysfonction cardiaque grace au maintien de la fonction de barriére intestinale par
préservation des occludines, protéines des jonctions serrées intestinales, dans un modele
endotoxinique murin °. Ces résultats démontrent en partie le réle central de l'intestin dans la
régulation de la réponse inflammatoire et I'apparition de défaillances multi-viscérales. Le
développement de traitements susceptibles d'améliorer la circulation splanchnique et de prévenir la

souffrance intestinale est un objectif majeur de prise en charge.

d. Dysfonction rénale

La dysfonction endothéliale caractérisée par une vasoplégie majeure est responsable de la
diminution du flux sanguin rénal et de la filtration glomérulaire. La production de cytokines pro-
inflammatoires, de caspases ou d’ERO sont responsables des lésions histologiques cellulaires et
tissulaires a 'origine de I'obstruction tubulaire. L'ensemble de ces mécanismes va conduire a une

insuffisance rénale aigué 2012%

L'atteinte rénale aigué amplifie l'atteinte pulmonaire par
augmentation de [linfiltration neutrophilaire, augmentation de la perméabilité vasculaire,
dérégulation du transport hydrique et expression de cytokines 2. De méme, la dysfonction rénale
majore l'atteinte cardiaque par augmentation de la production des cytokines pro-inflammatoires

cardiaques et d’ERO a I'origine d’une atteinte systolique majeure 2,

e. Atteinte encéphalique

La physiopathologie de I'atteinte encéphalique est complexe et met en jeu plusieurs
mécanismes : une diminution de la perfusion cérébrale, une augmentation du processus neuro-

inflammatoire avec une activation de I'endothélium cérébral et une altération de la fonction de
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barriére hémato-encéphalique 2. Les troubles métaboliques et notamment I’hyperglycémie septique
sont fortement impliqués dans la pathogenese de I'atteinte encéphalique. En effet, dans une étude
clinique, il a été montré une apoptose neuronale liée a I'augmentation de I'expression de NOSi et a

I’hyperglycémie par une altération des Transporteurs du Glucose 5 (GLUT-5) 124,
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Il — Réponse métabolique au sepsis : métabolisme glucidique et insulinique et réle
de la glucotoxicité dans le sepsis
1. Lavoie de signalisation de l'insuline

a. L'insuline

Le pancréas est un organe jouant un role essentiel dans I'homéostasie insulinique et
glucidique. Cet organe est composé des flots de Langerhans constituant la glande endocrine du
pancréas et contenant les cellules a et les cellules B qui synthétisent deux hormones essentielles :
I'insuline et le glucagon. L'insuline est une hormone peptidique produite par les cellules B des flots de
Langerhans et codée par un géne séquencé en 1980 !2°. Elle est synthétisée sous la forme d’un
précurseur appelé pré-pro-insuline, ensuite exportée vers le réticulum endoplasmique pour étre clivée
en pro-insuline, elle-méme transportée vers |'appareil de Golgi ou se poursuit le clivage en insuline.
Les cellules B constituent donc des réserves contenant I'insuline et dont la sécrétion est directement
régulée par les modifications de concentration de glucose sanguin. L'insuline a pour role de diminuer
la glycémie via différents mécanismes : entrée du glucose dans les cellules, transformation du glucose
en glycogene (glycogénogenese), activation de la glycolyse et transformation du glucose en lipides et
en protéines. L'absence ou I'exces d’insuline sont a |'origine de nombreuses pathologies. Le glucagon
est sécrété par les cellules a des flots de Langerhans et augmente la glycémie par transformation du

glycogeéne en glucose (glycogénolyse), ainsi que la production du glucose via les protéines.

b. Récepteur a l'insuline et tissus cibles

Apres sécrétion par les cellules B pancréatiques, I'insuline se fixe sur son récepteur a l'insuline
(RI). Ce récepteur appartient a la super-famille des récepteurs a activité tyrosine kinase
transmembranaires 12°. Le Rl est une glycoprotéine de 400 kDa composée de deux paires de sous-
unités. Les deux sous-unités a extracellulaires (de 120 kDa chacune) sont a la surface membranaire et
permettent la fixation de I'insuline via un site de liaison présent sur chaque sous-unité. Les deux sous-
unités B transmembranaires (de 80 kDa chacune) ont une activité enzymatique de protéine kinase.
L'ensemble de ces 4 sous-unités est relié par des ponts disulfures et forme un hétérotétramere
a2B2?712 (figure 11). Le Rl est présent a la membrane des tissus insulino-sensibles tels que le muscle,
le tissu adipeux et le foie 13°, Le Rl est présent dans I'organisme sous deux isoformes distincts : le RI-A
et le RI-B. Ces deux types sont issus d’un phénomene d’épissage de I'exon 11 du gene codant pour le
RI. Les RI-A et RI-B présentent des affinités différentes pour leurs substrats que sont l'insuline et
I'Insulin-like Growth Factor-1 et 2 (IGF-1 et IGF-2) 3%, ’équipe de Frasca et al. a montré que l'isoforme

du RI-A présente une haute affinité pour lier 'IGF-2 132, Il existe deux autres récepteurs identifiés
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présentant 80% d’homologie avec le Rl : I'Insulin-like Growth Factor-1 receptor (IGF-1 R) et I'Insulin-
receptor related (IRR) 133, Ces structures représentent des récepteurs potentiels pour l'insuline, de
méme que le Rl est un récepteur potentiel de I'lGF-1. Ainsi, I'|GF-1 présente une affinité de 100 a 1000

fois plus faible que la liaison de I'insuline 13*
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Figure 11 : Structure détaillée du récepteur a I'insuline (RI) dans ses différentes configurations.

(1) Le RI non activé est composé de deux sous-unités a reliées entre elles par deux ponts disulfures et deux sous-unités B
reliées aux sous-unités a par un pont disulfure.

(2) Le domaine de liaison a l'insuline constituée par les sous-unités a regoit son substrat : I’'hnormone peptidique insuline.

(3) La fixation de l'insuline sur son Rl entraine un changement de conformation de I'ensemble du RI. Le domaine de
signalisation formé par les sous-unités B recrute alors des molécules d’ATP permettant I'auto-phosphorylation des résidus
tyrosine des sous-unités f.

c. Initiation et transmission du signal insulinique

Physiologiquement, le signal insulinique est initié par la liaison de I'insuline aux sous-unités a
extra-cellulaires du Rl entrainant un changement de conformation des sous-unités a et B. Ce
changement de conformation permet la liaison de I’ATP aux sous-unités B transmembranaires et
I'activation de I’'auto-phosphorylation des résidus tyrosine présents dans les sous-unités B (figure 11).
Trois principaux groupes de résidus tyrosine sont mis en jeu, essentiels pour promouvoir I'activité du
RI 135136 En effet, des études ont montré que la mutation de la tyrosine 1162 entraine une diminution

137 induite par l'insuline pouvant étre a I'origine de I'apparition de

significative de l'activité kinase
désordres métaboliques tels qu’un diabéte de type 2 (DT2) 37138, de cancers ou de maladies cardio-
vasculaires 13, Lorsque "auto-phosphorylation des résidus tyrosine est réalisée, le Rl est activé et les
mécanismes de phosphorylation ont alors lieu sur les tyrosines de protéines substrats. Neuf substrats
intracellulaires communs au Rl et au IGF-1-R sont identifiés dont 4, IRS-1 a 4 (Insulin Receptor Substrate
1 3 4) appartiennent a la famille des IRS 14%%42, Les principaux représentants sont IRS-1 et IRS-2 jouant
un réle essentiel dans la signalisation de l'insuline. Ces IRS ont pour but, aprés activation du Rl et
phosphorylation, de stimuler les voies de signalisation en aval. L'une des principales voies de

signalisation insulinique est la voie Phosphatidyl-Inositol 3 kinase/Protéine kinase B (PI3k/Akt) mais il

existe également d’autres voies de signalisation stimulées par la fixation de l'insuline sur le Rl et
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mettant en jeu d’autres substrats intracellulaires que les IRS, telles que la voie des MAPK. L’ensemble

de ces deux voies sera détaillé dans les parties suivantes.

i. Voie PI3k/Akt

La voie PI3k/Akt est la voie principale de signalisation insulinique. Lorsque le résidu IRS-1 est
phosphorylé, la sous-unité régulatrice p85 de PI3K se lie a I'IRS et se trouve a son tour phosphorylée.
De nombreuses études ont montré que la PI3K est une molécule clé de la voie de signalisation
insulinique. En effet, I'inhibition de cette molécule par la wortmannine entraine une abolition des
réponses cellulaires mises en place par la liaison de I'insuline sur le RI #3144, |3 sous-unité catalytique
p110 de PI3K joue alors le role de substrat pour le phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate membranaire
(PIP2) entrainant sa conversion en phosphatidylinositol-3,4,5-phosphate (PIP3) . Le PIP3 recrute
alors le phosphoinositide-dependent protein kinase-1 (PDK1) qui phosphoryle a son tour Akt. Il existe
également une phosphoinositide-dependent protein kinase-2 (PDK2) capable elle aussi de
phosphoryler Akt 1%°. Une fois I’Akt phosphorylée et donc activée, de nombreuses réponses cellulaires
sont mises en place par phosphorylation de molécules intracellulaires. Concernant les réponses
cellulaires impliquées dans I'expression génique ou la transcription, on peut citer le réle bloquant de
Akt sur le facteur de transcription Forkhead (FKHR) qui, par phosphorylation, entraine le maintien de
FKHR dans le cytosol afin d’empécher la transcription de génes impliqués dans la néoglucogenése 146,
A coté de ces effets, s’ajoutent les réponses cellulaires impliquées dans le métabolisme. Ainsi, nous
pouvons citer le réle d’Akt sur la synthese protéique via 'activation de la p70 ribosomal S6 kinases
(p707K) 47 ou sur la synthése du glycogéne via 'activation de la glycogéne synthase 3 kinase (GSK3) 4.
Il est a noter qu’Akt posséde d’autres effets notamment anti-lipolytiques ou anti-apoptotiques non

détaillés dans ce paragraphe (figure 12).
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Figure 12 : Voie de signalisation
PI3K/Akt dépendante de I'insuline
Suite a l'auto-phosphorylation des
résidus tyrosine des sous-unités B, le
résidu intracellulaire IRS-1 est
phosphorylé entrainant sa fixation a
la sous-unité régulatrice p85 de PI3K
phosphorylée. A son tour, la sous-
unité p110 de PI3k va phosphoryler
son substrat membranaire PIP2
entrainant sa conversion en PIP3. Le
PIP3 recrute alors la PDK1 qui
phosphoryle a son tour la protéine
kinase B (Akt). Akt active par
phosphorylation de nombreuses
réponses cellulaires : sur le facteur
de transcription FKHR qui possede
un rble dans la transcription
génique, sur p707k jouant un rdle
dans la synthése protéique ou sur
GSK3 impliquée dans la synthese du
glycogéne.

La voie MAPK est une voie de signalisation insulinique secondaire mettant en jeu des protéines

différentes de la voie PI3K/Akt. Lorsque I'auto-phosphorylation des résidus tyrosine est réalisée sur les

sous-unités B, le Rl est activé et recrute les protéines adaptatrices src homologous and collagen protein

(SHC). Les protéines SHC ont pour substrat la Growth factor receptor-bound protein 2 (Grb2) qui

lorsqu’elle est reconnue, active a son tour le facteur d’échange nucléotidique Son of Sevenless (SOS).

SOS active la petite protéine G Ras qui active elle-méme Raf qui va phosphoryler la MAP kinase kinase

MKK responsable de la phosphorylation donc de I'activation de MAPK #°, La voie MAPK peut aussi étre

activée via la phosphorylation des IRS qui de la méme maniere, vont recruter Grb2 et aboutir a laméme

finalité. La MAPK une fois phosphorylée et activée peut stimuler la kinase p90™* impliquée dans la

synthése de protéines mises en jeu dans les phénomenes de prolifération et de différentiation

cellulaires (figure 13). Des études ont montré I'importance et la nécessité de chacun des acteurs

protéiques de la voie MAPK dans la finalité du signal insulinique *°

-44 -



insuline

Figure 13 : Voie de signalisation MAPK
dépendante de l'insuline.

Suite a l'auto-phosphorylation des
résidus tyrosine des sous-unités B, IRS-1
ou les protéines adaptatrices SHC sont
recrutées et phosphorylées. Leur substrat
Grb2 active SOS. SOS active la petite
protéine G Ras qui stimule elle-méme Raf
qui va phosphoryler la MAP kinase kinase
MKK responsable de la phosphorylation
de MAPK. Une fois activée, MAPK peut
stimuler la kinase p90rkimpliquée dans la
synthese de protéines.

recrutement

Expression génique
Prolifération et
. différentiation cellulaire

d. Transporteur du glucose 4 (GLUT-4) et autres transporteurs du glucose (GLUTSs)

i. Famille des GLUTs : structure, fonction et localisation

Les transporteurs du sucre ou des polyols ont pour but de faciliter le transport de ces molécules
a travers les membranes cellulaires. Il s’agit d’'un transport facilité dépendant du gradient de
concentration entre I'extérieur et l'intérieur de la cellule et ne nécessitant pas d’apport énergétique
sous forme d’ATP ou d’ions H* ¥, Les GLUTSs possédent une structure similaire entre eux composée de
12 segments transmembranaires et d’'un domaine intracellulaire constitué de 4 hélices 2. A ce jour,
onze protéines facilitatrices de I’entrée de glucides et deux protéines facilitatrices de I'entrée d’autres

sucres ou polyols sont recensées. Ces GLUTs peuvent étre répartis en trois classes distinctes :

- Classel:regroupe les GLUTs permettant le transport du glucose au travers des membranes
plasmiques. Cette classe comprend les GLUT-1 a 4.

- Classe Il : regroupe le GLUT-5 permettant le transport du fructose au travers des
membranes cellulaires et les protéines associées, GLUT-7, GLUT-9 et GLUT-11.

- Classe lll : regroupe les GLUTs présentant une absence du site de glycosylation dans le
premier domaine extracellulaire remplacé par la présence d’un site semblable surla boucle
9. Les GLUT-6 et 8 présentent une activité de transporteur de glucose. Le H*/myo-inositol
co-transporter (HMIT1) est quant a lui transporteur du myoinositol. On trouve aussi dans

cette classe les GLUTs-10 et 12 %53,
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Les GLUTs présentent des spécificités d’organes variées >3, Les GLUT-1 sont exprimés dans le
placenta, dans les érythrocytes et au niveau des micro-vaisseaux sanguins cérébraux. Les GLUT-2 se
trouvent au niveau du foie et des flots de Langerhans du pancréas. Les GLUT-3 s’expriment au niveau
du cerveau et les GLUT-4 sont quant a eux exprimés dans le foie, le muscle squelettique et cardiaque
et le tissu adipeux. De méme, comme nous I'avons évoqué précédemment, les GLUTs possedent une
spécificité de substrat. Cependant, des études ont montré que les GLUTs pouvaient transporter une
autre molécule que le substrat spécifique. Ainsi, les GLUT-1 et 3 sont capables de transporter du

galactose et le GLUT-2 peut transporter du fructose >4,

Le transport, la régulation et le mode d’action du GLUT-4 seront discutés dans les paragraphes

suivants.

ji. Exocytose du Transporteur du glucose 4

Comme nous l'avons vu précédemment, le GLUT-4 constitue le transporteur majoritaire du
glucose dans les tissus insulino-sensibles et la voie PI3k/Akt joue un rdle essentiel dans les effets
métaboliques de I'insuline. L'exocytose de la vésicule de GLUT-4 se déroule en trois parties que sont
la migration, le ciblage et |a fusion *°. La protéine Akt peut phosphoryler et activer des protéines kinase
C (PKC) atypiques telles que PKC A et PKC { capables de lever le signal de rétention des vésicules situées
dans l'appareil de Golgi contenant les transporteurs du glucose 4 (GLUT-4). Ces vésicules vont se
déplacer dans la cellule grace au réseau de filaments d’actine préalablement polymérisés par la voie
de signalisation annexe c¢-Cbl associated protein/Cbl (CAP/Cbl) dépendante de linsuline . Le
déplacement des vésicules met en jeu la protéine motrice Myolc **’. Afin que les vésicules soient
correctement ciblées a la membrane, un systéeme de reconnaissance vésicule/membrane v-snare/t-
snare (vesicule ou target soluble NSF attachment protein) est mis en place. La vésicule porte le v-snare
vesicule associated membrane protein-2 (VAMP-2) qui reconnait les t-snare syntaxine 4 et SNAP23
situés a la membrane permettant ainsi le phénomeéne d’exocytose des vésicules associant la fusion de
la vésicule a la membrane et la disposition des transporteurs GLUT-4 a la membrane. La présence de
protéines régulatrices telles que Muncl18 et Secl sont nécessaires aux événements d’ancrage et de

fusion des vésicules de GLUT-4 3 la membrane %% (figure 14).
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Figure 14 : Exocytose du Transporteur du Glucose 4 (GLUT-4) via I'activation de la voie IR/PI3K/Akt : migration, ciblage et
fusion a la membrane.

Migration : La protéine Akt active les PKC A et T capables de lever le signal de rétention des vésicules situées dans I'appareil
de Golgi contenant les GLUT-4. Les vésicules se déplacent dans la cellule avec I'aide de la protéine motrice Myolc et grace au
réseau de filaments d’actine préalablement polymérisés par la voie de signalisation CAP/Cbl dépendante de l'insuline.
Ciblage : Un systéeme de reconnaissance v-snare/t-snare est mis en place. La vésicule porte le v-snare VAMP-2 qui reconnait
les t-snare syntaxine 4 et SNAP23 situés a la membrane.

Fusion : La reconnaissance permet I'exocytose des vésicules a la membrane. Les protéines régulatrices telles que Munc18 et
Secl jouent un réle essentiel dans la fusion des vésicules de GLUT-4 a la membrane.

fi. Régulation par I'insuline et mode d’action des GLUTs-4

Comme nous I'avons vu précédemment, I'insuline joue un réle essentiel dans le métabolisme
énergétique notamment via la voie PI3k/Akt/GLUT-4. En effet, cette voie de signalisation permet un

recrutement efficace des GLUTs-4 a la membrane nécessaire a I'absorption de glucose.

Le systtme de reconnaissance vésicule/membrane v-snare/t-snare posséde un réle
fonctionnel essentiel a I'absorption du glucose stimulée par linsuline. En effet, le traitement
d’adipocytes a la toxine botulique D ou au glutathion S transférase entraine un clivage de VAMP-2

empéchant l'insuline de stimuler la translocation de GLUT-4 a la membrane. Cette v-snare est
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nécessaire a la fusion de la vésicule de GLUT-4 a la membrane . Dans une autre étude, les auteurs
montrent le réle essentiel de la protéine actin cytoskeleton-regulating GTPase 1 (Racl) dans la
régulation de l'absorption de glucose par les GLUTs-4 induite par l'insuline via un effet sur le
cytosquelette d’actine permettant le déplacement de la vésicule de GLUT-4 a la membrane. Les
auteurs montrent de la méme maniere que I'expression de la protéine Racl est significativement
diminuée chez des souris ou des patients présentant une insulino-résistance 6, ’étude de Bakke et
al. met en évidence le role de la protéine tyrosine phosphatase 1B (PTP1B) dans la régulation de
I’exocytose des GLUT-4. En effet, ces travaux présentent la protéine régulatrice Munc18c comme un
nouveau substrat de PTP1B avec un réle de PTP1B sur la fonction de Munc18c par phosphorylation des
tyrosine 162, Cette étude montre que la phosphorylation par PTP1B de Muncl8c sur les résidus

tyrosines est essentielle pour I'absorption du glucose stimulée par I'insuline.

Il est important de considérer que I'exocytose des GLUTs-4 est aussi régie par un mécanisme
indépendant de la voie de signalisation de l'insuline. En effet, I'exercice physique entraine une
modification de la concentration intracellulaire de Ca®* et une modification du ratio AMP/ATP activant
de nombreuses cascades de signalisation. Citons la protéine calmoduline et la voie de 'AMP-activated
protein kinase (AMPK) impliquées dans la translocation des GLUTs-4 a la membrane lors de I'exercice

physique. L'ensemble de ce mécanisme, bien que considéré, ne sera pas détaillé dans cet état de I'art

163

2. Lavoie de signalisation de I’AMP-activated protein kinase (AMPK)

L’AMPK, tout comme l'insuline, est un régulateur central de 'homéostasie énergétique. Cette
protéine, jouant un réle physiologique essentiel dans la balance métabolique et possédant une
structure particuliéere, est finement régulée dans I'organisme. L'ensemble de ces différents points sera

discuté dans la partie suivante.

a. Structure, activation et régulation
I. Structure

L’AMPK est une protéine sérine/thréonine hétérotrimérique composée d’une sous-unité a
catalytique et de deux sous-unités B et y régulatrices, toutes présentant plusieurs isoformes
différentes permettant la formation théorique de 12 hétérotriméres afy différents 163716 |’AMPK est
une protéine extrémement conservée dont la séquence est présente chez tous les eucaryotes dont le

génome est séquencé 3 ce jour 7. La complexité de cette protéine associant des combinaisons

-48 -



différentes d’hétérotrimeres et son ubiquité témoignent du role essentiel de cette protéine dans la

balance homéostatique.

fi. Activation et régulation

L’AMPK, sensible aux taux d’ATP intracellulaire, est activée en réponse a une diminution de ce
taux donc a 'augmentation du ratio AMP/ATP faisant intervenir 'enzyme adénylate cyclase %8, Ainsi,
I’AMP va stimuler allostériguement ’AMPK alors que I’ATP va l'inhiber de maniére compétitive. Ces
nucléotides intracellulaires représentent donc des régulateurs de 'AMPK. L’AMP se fixe alors sur le
domaine cystathionine beta synthase (CBS) de la sous-unité y entrainant I'activation de I’AMPK par
deux AMPK kinase (AMPKK), la protéine Liver Tumor Suppressor kinase (LKB1) et la protéine
Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase kinase-b (CaMKKB), qui phosphorylent le résidu Thréonine
172 de la sous-unité a de 'AMPK %9170 e mécanisme d’action de ces deux AMPKK est cependant
différent puisque LKB1 est constitutivement active et phosphoryle AMPK lors d’une modification du
ratio AMP/ATP, alors que CaMKKB active AMPK suite a une élévation intracellulaire de Ca?* 7173,
L’AMPK peut aussi étre activée en réponse a |’exercice physique mais aussi a d’autres agents, tels que
le stress hyperosmotique ou la metformine (anti-diabétique) n’entrainant pas de modification du ratio

AMP/ATP 74 (figure 15). Une fois activée, ’AMPK phosphoryle de nombreux substrats permettant une

régulation fine de nombreuses voies de signalisation.
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Figure 15 : Activation et régulation de I’AMPK.

(1) AMP stimule allostériquement I’AMPK et se fixe sur le domaine CBS de la sous-unité y d’AMPK.

(2) Cette liaison entraine I'activation de I’AMPK par deux AMPKK, LKB1 et CaMKKB, qui phosphorylent le résidu thréonine 172
de la sous-unité a de I’AMPK.

(5) Une fois activée, I’AMPK produit de I’ATP afin de restaurer 'homéostasie énergétique de la cellule. Ainsi, ’AMPK va d’une
part, bloquer I'anabolisme et d’autre part, stimuler le catabolisme.

Figure issue de Foretz, Med Sci , 2006 166,
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b. Roles physiologiques de ’AMPK

Une fois activée, 'AMPK a pour finalité la production de I’ATP afin de restaurer 'homéostasie
énergétique de la cellule. Ainsi, TAMPK va d’'une part, bloquer I'anabolisme, soit les voies de
biosynthése entrainant une consommation d’ATP et d’autre part, stimuler le catabolisme, soit les voies
de signalisation permettant une synthése d’ATP ' (figure 15). L’'ensemble du paragraphe suivant

décrira les différents effets et roles de ’AMPK.

I. Effets de 'AMPK sur la transcription et la traduction

Les effets de ’AMPK sur le métabolisme énergétique ont des répercussions a long terme avec
des modifications de I'expression génique et de I'expression protéique (figure 16). En effet, il a été
montré que sur des hépatocytes de rats en culture, le glucose entraine la transcription de génes de la
synthése des acides gras (AG). Aprés incubation avec le 5-aminoimidazole-4-carboxamide-1-b-D-
ribofuranosyl (AICAR), activateur de '’AMPK, les auteurs observent une réduction de I'expression de
ces mémes geénes. Ces études démontrent I'implication de I’AMPK dans la régulation transcriptionnelle
des génes impliqués dans le métabolisme énergétique 75177, Aussi, d’autres études ont montré que
I'administration in vivo d’AICAR chez des rats entraine une augm