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RESUME

Le syndrome de réponse inflammatoire systémique est une entité fréguente en
réanimation. Ses causes sont nombreuses et parfois intriquées : sepsis, traumatisme, chirurgie
lourde, circulation extra-corporelle (CEC), ischémie-reperfusion, .. Sa physiopathologie
repose sur la synthéese de cytokines, I'activation des cellules immunitaires et de la coagulation
et I'altération de la fonction endothéliale. Ces anomalies induisent une dysfonction vasculaire
pouvant étre responsable d’un état de choc et d’'un syndrome de défaillance d’organes

(Syndrome de Détresse Respiratoire Aiglie, insuffisance rénale, syndromes confusionnels, ...).

Des données récentes ont montré qu’'un mécanisme cellulaire adaptatif, le stress du
réticulum endoplasmique (SRE), est impliqué dans la dysfonction endothéliale et les
défaillances d’organes induites par l'inflammation systémique. Le SRE correspond a
I’'accumulation de protéines non repliées au sein du réticulum endoplasmique, accumulation
pouvant altérer le fonctionnement cellulaire et aller jusqu’a induire I'apoptose. L’ Unfolded
Protein Response (UPR) est un mécanisme de réponse au SRE qui permet de replier ces
protéines, en particulier via la synthése de protéines chaperonnes. L'UPR permet donc la
résolution du SRE. Des travaux pré-cliniques ont montré que l'inhibition du SRE au cours du
sepsis ou de l'inflammation stérile via des chaperonnes chimiques diminuait la défaillance
d’organe et améliorait la survie. Il n’existe cependant aucune description de cette réponse

lors de I'inflammation systémique aiglie chez I’'Homme.

Nous montrons dans ce travail que les trois voies de I'UPR sont activées au cours du
sepsis et de l'inflammation induite par la CEC. Au cours du sepsis I'expression d’une voie de
I'UPR était associée au score de défaillances d’organes SOFA. Chez les patients bénéficiant
d’une chirurgie cardiaque sous CEC, une réponse UPR relativement faible et une moindre
synthése de chaperonnes étaient associées a une défaillance d’organe post-opératoire. Nos
données confirment donc que I'UPR est activée chez I'Homme lors d’une inflammation

systémique et que l'intensité de son expression semble associée a la défaillance d’organe.

Mots clés : inflammation, stress du réticulum endoplasmique, endothélium, sepsis, circulation

extra-corporelle
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ABSTRACT

Systemic inflammatory response syndrome is a common phenomenon in intensive
care unit. Its origins are multiple and sometimes intricate: sepsis, trauma, major surgery,
cardiopulmonary bypass (CPB), ischemia-reperfusion, acute pancreatitis, ... Its
physiopathology is based on cytokine synthesis, activation of immune cells and coagulation,
and alteration of endothelial function (in particular nitrogen monoxide synthesis). These
abnormalities induce vascular dysfunction which may be responsible for a shock and multiple
organ failure syndrome (Acute Respiratory Distress Syndrome, renal failure, confusional

syndromes, ...).

Recent data have shown that endoplasmic reticulum stress (ERS), is involved in
endothelial dysfunction and organ failure induced by systemic inflammation. ERS corresponds
to the accumulation of unfolded proteins in the endoplasmic reticulum, accumulation that can
alter cell function and even induce apoptosis. The Unfolded Protein Response (UPR) is a
response to ERS that allows the proteins to be folded, in particular through the synthesis of
chaperone proteins and therefore allows the ERS resolution. Pre-clinical studies have shown
that ERS inhibition during sepsis or sterile inflammation via chemical chaperones reduces
organ failure and improves survival. However, there is no description of UPR during systemic

inflammation in humans.

We show in this work that all the three UPR pathways are activated during sepsis and
CPB-induced inflammation. During sepsis the expression of one UPR pathway was associated
with the SOFA organ failure score. In patients undergoing cardiac surgery with CPB, a relatively
low UPR response and a decreased chaperone synthesis were associated with post-operative
organ failure. Our data therefore confirm that UPR is activated in humans during systemic
inflammation and that the intensity of its expression appears to be associated with organ

failure.

Keywords: inflammation, endoplasmic reticulum stress, endothelium, sepsis,

cardiopulmonary bypass
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I- L'inflammation systémique

1. Les réponses inflammatoires systémiques septique et aseptique

L'inflammation est un processus de réponse stéréotypé de I'organisme a une agression
externe ou interne. On peut distinguer les situations d’inflammation aiglie et celles
d’inflammation chronique, par exemple dans les situations de néoplasie ou d’athérosclérose.
Bien que la base physiopathologique soit commune a ces deux types d’inflammation, leurs

étiologies, leur intensité ou les voies de signalisation en jeu sont souvent différentes.

L'inflammation aiglie localisée est liée a la libération locale de médiateurs
inflammatoires (histamine, bradykinines, médiateurs lipidiques ...) conduisant a un cedéme
avec infiltration leucocytaire secondaire, réalisant le classique tableau « rougeur-chaleur-
douleur ». Au-dela de cette inflammation localisée qui est fréquemment rencontrée dans les
situations d’infection locale ou de traumatismes légers, certaines situations pathologiques
vont conduire a des tableaux d’inflammation aiglie « généralisée » avec atteinte de plusieurs
organes. Un syndrome clinique attestant d’une réponse inflammatoire systémique a ainsi été
décrit des 1992 : il s’agit du Syndrome de Réponse Inflammatoire Systémique (Systemic
Inflammatory Response Syndrome (SIRS)) [1]. Celui-ci associe plusieurs éléments dont la

présence d’au moins deux d’entre eux définit un SIRS :

- Température corporelle > 38,3 °Cou <36 °C

- Fréquence cardiaque > 90/min

- Fréquence respiratoire > 20/min ou hyperventilation avec PaCO2 < 32 mmHg en air
ambiant

- Leucocytose > 12.000/mm?3 ou < 4.000/mm?3 ou > 10 % de cellules immatures

Sur le plan clinique, de trés nombreuses situations peuvent conduire au tableau de
SIRS : infection microbienne, polytraumatisme, pancréatite aigtlie, circulation extra-corporelle,
ischémie de membre, arrét cardiaque récupéré, choc hémorragique, etc. Sur le plan
nosologique, il est classique de distinguer le SIRS septique du SIRS aseptique dont les triggers

et voies de signalisation mises en jeu a la phase initiale sont sensiblement différents.
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La toute premiere définition du SIRS vient d’'une conférence de consensus cherchant a
mieux définir les critéres de sepsis [1]. Jusqu’a récemment, le sepsis était un SIRS d’origine
infectieuse: le sepsis sévere associait sepsis et hypotension artérielle répondant au
remplissage vasculaire (et/ou associé a la dysfonction d’au moins un organe) et le choc
septique correspondait a un sepsis avec une inadéquation entre le besoin tissulaire et I'apport
effectif en oxygene [1]. Depuis 2016, ces définitions ont été modifiées afin de simplifier
I'identification et permettre une prise en charge plus précoce. Ainsi, la définition du sepsis est
maintenant I'association d’une infection avec un score SOFA (Sequential Organ Failure
Assessment ; cf. Tableau 1) supérieur ou égal a 2 points (ou une augmentation du score
supérieure ou égale a 2 points s'il existait une dysfonction d’organe avant l'infection) [2]. Le
concept de sepsis sévere a disparu et le choc septique est maintenant défini par les trois

éléments suivants :

- Présence d’un sepsis (infection + SOFA score 2 2) ;
- Hypotension artérielle persistante nécessitant des vasopresseurs pour maintenir une
pression artérielle moyenne (PAM) > 65 mm Hg;

- Taux sérique de lactate > 2 mmol/L malgré une expansion volumique « adéquate ».

Le sepsis est un probléme de santé publique avec une incidence en constante
augmentation qui représente maintenant 10 a 20 % des admissions en réanimation [3,4]. Il
reste une cause majeure de morbi-mortalité avec, selon les études, un taux de mortalité
oscillant de 20 a 50% pour le choc septique [4-6]. Enfin, I'impact économique du sepsis est
lourd avec un co(t hospitalier oscillant de 23 000 a 34 000 euros par patient septique admis
en réanimation dans un pays occidental [7]. Malgré une meilleure connaissance de sa
physiopathologie, des traitements dits « spécifiques » font toujours défaut, ce qui a conduit
I'Organisation Mondiale de la Santé a déclarer en 2017 le sepsis comme devant étre une

priorité sanitaire mondiale [8].
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Tableau 1: Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) score

Le SOFA score est utilisé en soins intensifs et en réanimation pour déterminer et suivre I'état d'un

patient avec une défaillance d'organe.

Score 0 1 2 3 4
Respiratoire
> 400 <400 <300 <200 <100
Pa02/Fi02 (mmHg)
Coagulation
>150 <150 <100 <50 <20
Plaquettes (G/mm?3)
Foie
<20 20-32 33-101 102-204 > 204
Bilirubine (umol/1)
Cardiovasculaire ) Dopamine Dopamine
Dopamine
. L. PAM > 70 PAM < 70 5-15 pg/kg/min > 15 pg/kg/min ou
Hypotension artérielle < 5 pg/kg/min
mmHg mmHg ou Noradrénaline Noradrénaline
ou Dobutamine
<0,1 pg/kg/min > 0,1 pug/kg/min
Neurologique
15 13-14 10-12 6-9 <6
Score de Glasgow
Rein
300-440 > 440
Créatinine (umol/l) <110 110-170 171-299

ou Diurese

et/ou < 500 ml/jr

et/ou < 200 ml/jr

Le choc septique se caractérise par la présence d’une défaillance d’organe. Toutes les

fonctions vitales peuvent étre atteintes dans ce contexte :

- L’atteinte myocardique

: au-dela de la dysfonction endothéliale et vasculaire (cf.

infra), il existe fréquemment une atteinte myocardique impliquée dans la majoration de la

défaillance hémodynamique. Cette dysfonction concerne environ 50% des patients, dans sa

forme la plus grave elle peut prendre la forme d’un choc cardiogénique septique avec

altération de la fraction d’éjection du ventricule gauche (FEVG) [9]. Les données sur les liens

entre dysfonction diastolique ou ventriculaire droite sont contradictoires bien qu’il semble




gu’une altération de ces deux fonctions soit associée a la morbi-mortalité en réanimation [10].
La noradrénaline fait partie du traitement symptomatique du choc septique mais la correction
rapide de la vasoplégie peut parfois, en majorant brutalement la postcharge, décompenser
une cardiopathie septique avec apparition d’un altération de la FEVG induite par cette
postcharge [11]. La physiopathologie de cette défaillance n’est pas totalement élucidée et
implique probablement plusieurs mécanismes aspécifiques: cedeme myocardique, altération
de la microcirculation du réseau coronarien, libération de radicaux libres cardiomyocytaires,
Iésion directes induites par les endotoxines, dysfonction mitochondriale, anomalies des flux

calciques [10].

- L’atteinte pulmonaire : le Syndrome de Détresse Respiratoire Aiglie (SDRA,
caractérisé par un rapport Pa02/Fi02 < 300 mmHg) est une complication bien décrite du
sepsis qui est sa principale étiologie [12]. Sa survenue au cours du choc septique augmente le
risque de mortalité de 25 a 60% [12,13]. Dans un travail mené chez 703 patients septiques,
I'existence d’un variant génotypique du gene codant I'angiopoietine 2 (un marqueur de
perméabilité endothéliale) et les niveaux circulants d’angiopoietine 2 étaient tous les deux
associés a la survenue d’'un SDRA [14]. Ces données suggerent un effet direct de la dysfonction
endothéliale dans la survenue du SDRA septique. L’activation de la cascade de la coagulation,
elle aussi induite par une dysfonction endothéliale systémique, est a I'origine d’une atteinte
pulmonaire avec I'apparition de micro-thrombi pulmonaires et I'activation de I'endothélium
pulmonaire qui devient ainsi perméable [15]. Enfin, I'action toxique directe des cytokines et
des endotoxines sur I’'endothélium pulmonaire est une autre cause bien admise de survenue
d’un SDRA au cours du sepsis [16]. Si les stratégies de ventilation protectrice ont montré leur
efficacité dans la réduction de la mortalité liée au SDRA, il n’existe aucun traitement

pharmacologique préventif ou curatif ciblé sur ces Iésions.

- l’atteinte rénale : I’Acute Kidney Injury septique des anglo-saxons correspond a une
atteinte multifactorielle de la fonction rénale. Il est aujourd’hui catégorisé suivant la
classification Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO) en fonction des chiffres de
créatinine et de diurése. Son incidence oscille de 22 a 53% selon les études récentes [17-19].
Chez le patient septique, I’Acute Kidney Injury est associé a une augmentation de la durée de
séjour et a une surmortalité [19]. Il peut se développer y compris si le débit cardiaque et la

macro-circulation sont maintenus, suggérant des atteintes liées au sepsis, indépendantes de

22



la perfusion rénale. Une dysfonction de I'endothélium rénal avec la perte de I'adéquation
entre tonus des artérioles glomérulaires afférentes et efférentes pourrait aboutir a une
diminution de la pression de filtration glomérulaire indépendamment du débit cardiaque
[19,20]. De plus, I'épuration des cytokines et endotoxines est suspectée d’étre une
pourvoyeuse de lésions tubulaires par effet toxique direct [21]. De nombreuses questions
restent en suspens concernant la prise en charge de I’Acute Kidney Injury septique : quel
biomarqueur pour le détecter précocement ? Quand initier I'épuration extra-rénale ? Quel

soluté d’expansion volémique privilégier pour limiter son incidence ?

- L’atteinte neurologique : I'atteinte du systéme nerveux central concerne environ 70%
des patients septiques et peut aller de la simple confusion au tableau de coma [22]. Bien que
sa physiopathologie soit insuffisamment comprise, ses étiologies semblent multiples : bas
débit cérébral lié a I’état de choc, stress induit par les espéeces réactives de I'oxygéne au niveau
neuronal, altération des neurotransmissions cholinergique et dopaminergique [16]. Certains
auteurs suggeérent, a partir de données pré-cliniques, que l'altération endothéliale de la
barriere hémato-encéphalique, responsable d’une hyperperméabilité vasculaire, pourrait
induire un cedéme cérébral significatif d’autant plus symptomatique que survenant dans un
organe situé dans une cavité inextensible [23]. Le fait que la perte de l'auto-régulation
cérébrale, témoin de I'altération vasculaire locale, soit associée au delirium chez le patient
septique semble étre en faveur de cette hypothése sur le lien entre dysfonction endothéliale

et défaillance neurologique septique [24].

- L’atteinte hépatique: le foie, qui synthétise une grande partie des protéines de la
réponse inflammatoire aigie (fibrinogéne, C-reactive protein, cytokines...), est un organe
central dans la réaction de l'organisme a linfection [25]. Plusieurs éléments rendent
I’évaluation de lincidence de la défaillance hépatique septique difficile : absence d’une
définition clairement établie, organe longtemps asymptomatique jusqu’a une défaillance
terminale, nombreux facteurs pouvant biaiser I'interprétation des parameétres biologiques
hépatiques (baisse du TP et coagulopathie, perturbations des transaminases et syndrome de
lyse, hyperbilirubinémie fréquemment induite par les bétalactamines, etc.). Selon la définition
retenue, son incidence semble osciller de 1 a 34% [16,26]. Dans un travail s’intéressant a
I'incidence de I'hépatite hypoxique a I'admission en réanimation (transaminases > 5N sans

autre cause retrouvée), les auteurs ont retrouvé une incidence de 4% d’hépatite dont 30%
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étaient liées a un sepsis [27]. Le foie est un organe relativement résistant a I’hypoxie ce qui
explique probablement sa moindre défaillance lors du sepsis. Du fait des limites liées a sa
définition et a de nombreux facteurs confondants, il existe peu de données sur I'impact de la
défaillance hépatique sur la morbi-mortalité au cours du choc septique bien que I'importance

de la cytolyse semble associée a la mortalité en réanimation [27,28].

3. Inflammation systémique aseptique : 'exemple de la chirurgie cardiaque sous

circulation extra-corporelle

La circulation extra-corporelle (CEC) est un dispositif qui permet les manipulations
chirurgicales a coeur arrété en shuntant le coeur et les poumons par dérivation de la circulation

sanguine en dehors du corps (Figure 1).

Figure 1: Console de circulation extra-corporelle (CEC)

Le sang veineux est recueilli passivement dans le récupérateur (A) puis est oxygéné, décarboxylé et
réinjecté via la canule artérielle a un débit fixé par le perfusionniste sur la console de CEC (B).

24



Au cours de la CEC, le coeur est arrété grace a la perfusion d'une solution de
cardioplégie au sang, contenant du potassium et des bétabloquants, ou au Custodiol©
(solution commerciale). L'objectif de la CEC est de maintenir la perfusion systémique,
d’assurer les échanges gazeux et de régler la température. Dans le circuit, le sang du patient
est en contact direct avec I'air et avec les surfaces synthétiques avec une biocompatibilité
imparfaite des matériaux. De plus, la température corporelle et les conditions de flux artériel
(flux dépulsé) sont modifiées. A cela s’ajoute un phénomene d’ischémie-reperfusion lié au
clampage aortique. Ces différents facteurs réunis vont induire un SIRS qui implique a la fois
des interactions cellulaires et humorales [29,30]. Les éléments humoraux sont représentés
par le systtme du complément et les cytokines inflammatoires. lls activent les cellules
endothéliales et les polynucléaires neutrophiles, ces derniers étant a I'origine de la libération
d’enzymes lytiques et de dérivés réactifs de I'oxygene, acteurs de Iésions tissulaires (cf. infra).
La sécrétion de cytokines inflammatoires est amplifiée par I'activation des neutrophiles,
menant a une véritable boucle inflammatoire auto-entretenue. On observe en paralléle une
activation des cascades de la coagulation [31]. Se surajoute au SIRS induit par la CEC le SIRS lié
au traumatisme chirurgical direct. Une étude récente menée sur 3660 patients s’est intéressée
a I'impact de la présence d’un SIRS aprés une chirurgie cardiaque [32]. Dans cette cohorte,
96% des patients présentaient au moins deux criteres de SIRS dans les 24 premieres heures
post-opératoires et le nombre de criteres de SIRS était corrélé a la mortalité avec un taux de
mortalité de I'ordre de 10% chez les patients présentant les quatre criteres. La présence d’au
moins deux critéres de SIRS durant au moins six heures consécutives était prédictive d’une
défaillance d’organe post-opératoire, d’'un séjour prolongé en réanimation et d’'une

surmortalité.

Cet état inflammatoire systémique, a I'origine de lésions endothéliales diffuses et d’'un
syndrome de fuite capillaire, a pour conséquence une atteinte multi-viscérale menant aux

défaillances d’organes post-CEC :

- La dysfonction myocardique : la CEC diminue I'activité des récepteurs B1 myocardiques
de 30 a 50%, et augmente proportionnellement celle des récepteurs a dans la réponse

sympathique aux catécholamines [33]. En conséquence, la fonction systolique et la fonction
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diastolique baissent progressivement pour atteindre leur nadir vers 5-6 heures apreés la fin de
CEC; la récupération prend 8 a 24 heures [34]. Cette dysfonction est d’autant plus sévere que
I'atteinte myocardique est préexistante et que la chirurgie est prolongée et complexe. La
mortalité atteint 9,7% en cas de dysfonction ventriculaire gauche isolée, et jusqu’a 40%
lorsqu’elle est associée a une dysfonction ventriculaire droite [35].

- L'atteinte pulmonaire : les conséquences respiratoires vont d'une augmentation
modérée de I'eau pulmonaire extravasculaire au SDRA. Ce dernier est décrit jusque dans 20%
des cas et est associé a une franche augmentation de la mortalité, jusqu’a 80%, dans ce
contexte [36]. L'atteinte pulmonaire est multifactorielle, non seulement liée a la réaction
inflammatoire post-CEC avec activation du complément et séquestration de polynucléaires
pulmonaires qui produisent des substances oxygénées activées et libérent des enzymes
lysosomiales, mais aussi a une élévation des pressions capillaires pulmonaires pouvant étre
observée dans le cadre d’une dysfonction myocardique gauche.

- L’atteinte rénale : son incidence varie de 5 a 43% selon les séries et est associée de
maniere indépendante a une morbi-mortalité accrue [37,38]. La chirurgie cardiaque sous CEC
est la seconde cause de dysfonction rénale aprés le sepsis. Plusieurs mécanismes
physiopathologiques ont été décrits, faisant de la dysfonction rénale post chirurgie cardiaque
une pathologie elle aussi multifactorielle. On identifie ainsi la vasoconstriction induite par
I'hypoperfusion, I'hémolyse, I'inflammation et le stress oxydant qui provoquent une réduction
du débit de perfusion rénale. En parallele, on observe des Iésions cellulaires
parenchymateuses rénales dues aux phénomeénes d’ischémie-reperfusion. Enfin, des facteurs
mécaniques tels que la survenue d'emboles cruoriques ou de cholestérol, ainsi que les
prédispositions individuelles comme la présence d’une réserve fonctionnelle rénale
préalablement altérée peuvent participer a I'agression [39]. Dans 1 a 5% des cas, le recours a
I’épuration extra-rénale s’avére nécessaire, grevant alors le pronostic rénal et individuel a
court comme a long terme [40].

- L’atteinte neurologique : les conséquences neurologiques de la CEC sont difficiles a
appréhender en raison de la difficulté a réaliser des tests psychométriques en post-opératoire
immeédiat et de la participation vasculaire aux accidents ischémiques post-CEC chez des sujets
souvent poly-athéromateux. Leur prévalence varie beaucoup en fonction de la maniere dont
on les identifie (jusqu’a 22,5% de troubles cognitifs décrits deux mois aprés pontage

coronaire) [41]. Ce risque neurologique, longtemps attribué a la CEC seule est en fait d’origine
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multifactorielle : des études récentes tendent a montrer que les facteurs de risque liés au
patient (athéromatose, anamneéese d’accident vasculaire cérébral, troubles cognitifs
préopératoires) sont plus importants que ceux liés a l'intervention (durée de CEC, micro-
emboles...) [42]. Les troubles neurologiques postopératoires sont classés en deux catégories :
le type | comprend les lésions focales (accident vasculaire cérébral, accident ischémique
transitoire) et I’encéphalopathie anoxique (coma) ; le type Il consiste en séquelles
neuropsychologiques diffuses (détérioration des fonctions intellectuelles, troubles de la
mémoire, délire, convulsions) sans signe de localisation [43,44].

- L'atteinte splanchnique : les conséquences splanchniques (hépatiques et
mésentériques) de la CEC ont été tres étudiées en raison de la libération d'endotoxine a
travers la muqueuse intestinale ischémique caractérisant la translocation bactérienne. Une
étude récente a montré qu’une durée prolongée de CEC était associée a I'augmentation d’un
marqueur d’ischémie-reperfusion intestinal (Intestinal Fatty Acid Binding Protein (IFABP)) et a
la circulation d’endotoxines [45]. Au niveau hépatique, la dysfonction transitoire post CEC est
associée a la durée de la CEC et aux phénomeénes d’ischémie-reperfusion responsables d’'une
congestion veineuse au sevrage de la CEC [46,47]. Ces lésions, principalement observées lors
des CEC réalisées en hypothermie, seraient liées en grande partie a l'augmentation du

métabolisme et de I'extraction splanchnique d'oxygéne durant le réchauffement [48].

2. Initiation et physiopathologie de la réponse inflammatoire systémique

Sur le plan physiopathologique, le SIRS peut évoluer vers une réaction inappropriée et
excessive de I'organisme avec un « orage inflammatoire » [2]. La reconnaissance des éléments
pathogenes infectieux est initiée par les Pattern Pathogen Receptors (PPRs) qui sont présents
sur toutes les cellules immunitaires et catégorisés en quatre classes : les Toll-Like Receptors
(TLRs), les C-Type Lectin Receptors (CLRs), les Retinoic Acid Inducible Gene 1-Like Receptors
(RLRs) et les Nucleotide-Binding Oligomerization Domain-Like Receptors (NLRs) [3]. Ces PPRs
vont reconnaitre les Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPs) qui sont les motifs
moléculaires  caractéristiques des micro-organismes: lipopolysaccharides  (LPS),

peptidoglycanes, flagelline, mannanes, acides nucléiques bactériens et viraux, etc. [49]. De
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plus, les |ésions tissulaires de I'hdte entrainent la libération de biomolécules qui peuvent elles
aussi initialiser et perpétuer une réponse inflammatoire a la suite de dégats cellulaires
(traumatisme, bralure, ischémie, etc.) : ce sont les Damage-Associated Molecular Patterns
(DAMPs :  High—Mobility Group Box 1 (HMGP1), ADN et acide ribonucléique (ARN)
extracellulaires, protéine S100, histones, fragments d'acide hyaluronique) [3]. La
reconnaissance de PAMPs et DAMPs par les PPRs va initier la réponse a I'agression selon

plusieurs axes :

Activation leucocytaire et réponse pro-inflammatoire ;

Immunosuppression et déclenchement d’une réponse anti-inflammatoire ;

Activation du complément ;

Activation de la coagulation.

Cette réponse de I’hote va étre a I'origine des défaillances d’organes observées.

L’activation cellulaire par les PAMPs / DAMPs va conduire a I'expression de molécules
d’adhésion (sélectines) a la surface des cellules phagocytaires et endothéliales. Les monocytes
et polynucléaires neutrophiles vont adhérer par rolling a la paroi endothéliale et migrer a
I'intérieur des tissus pour aller exercer leur activité bactéricide et phagocytaire (mécanisme
de diapédése). Les polynucléaires neutrophiles activés peuvent également émettre lors de
leur apoptose des « filets » (Neutrophil Extracellular Trap, NET) composés d’ acide
désoxyribonucléique (ADN) et de protéines diverses (histones et élastase) afin de piéger les
germes intratissulaires [50]. Les NET sont chargés négativement (ADN) et positivement
(histones) et présentent un effet attractif sur les plaquettes, le facteur Willebrand et le facteur
tissulaire [51]. Des données récentes indiqguent que ces NET ont un effet pro-agrégant
plaguettaire et induisent la formation de thrombine, participant donc a la survenue d’une
coagulation intra-vasculaire disséminée (CIVD) inflammatoire [52,53]. Il arrive également que
les leucocytes stagnent dans la lumiere vasculaire sans circuler (troubles de la perfusion locale,

bas débit, clampage). Cette agglutination va induire leur activation et la libération de radicaux
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libres (cf. infra) et d’enzymes lytiques qui vont induire localement des Iésions tissulaires. Lors
de la phase de recirculation / reperfusion (correction hémodynamique, déclampage), la
libération dans la circulation systémique des radicaux libres va entrainer des dommages
cellulaires a distance [54]. Enfin, I'activation leucocytaire va déclencher la synthése et la
sécrétion de cytokines pro- et anti-inflammatoires. Cette sécrétion est majoritairement
assurée par les monocytes et les lymphocytes B et T et va auto-activer les leucocytes,

déclenchant une réaction en chaine de I'inflammation [55].

La reconnaissance d’un élément pathogene ou d’un dommage tissulaire va déclencher
la synthése cytokinique pro-inflammatoire via les PPR. A titre d’exemple, 'un des PAMPs
bactériens le plus étudié et le plus puissant est le LPS des bactéries a Gram négatif. Le PPR de
I’endotoxine (TLR-4) est capable d’activer la voie du facteur de transcription Nuclear Factor
Kappa-B (NF-xB; cf. Figure 2) [56]. Cette activation dans les lymphocytes, les monocytes, les
macrophages et/ou les cellules endothéliales entraine la production de cytokines
inflammatoires dont les interleukines 1B et 6 (IL-1B, IL-6) et le Tumor Necrosis Factor-ot (TNF-
a) [57]. Le taux de ces cytokines est inversement corrélé a la production de monoxyde d’azote
qui est un des principaux agents responsables de la vasoplégie des patients (cf. infra) [58]. De
plus, leur production excessive va entrainer des altérations de la microcirculation se
caractérisant par une hétérogénéité spatiale et temporelle des débits sanguins dans les
capillaires et la formation de microthrombi, responsables d’une hypoxie tissulaire aigiie (cf.
infra) [59]. Ainsi, la sécrétion cytokinique induite lors du sepsis, reflet de la réaction hoéte-
pathogene, est I'un des principaux déterminants des défaillances d’organes observées en
pratique clinique. Au décours d’une chirurgie cardiaque, des taux post-opératoires de

cytokines élevés sont également associés a la morbi-mortalité post-opératoire [31,60].
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Figure 2: Activation du facteur de transcription NF-kB par le récepteur du lipopolysaccharide

L’activation du Toll-Like Receptor entraine le recrutement de la protéine MyD88. Cette activation
conduit, apres une chaine complexe de phosporylations protéiques, a I'activation du complexe IKK. IKK
activé phosphoryle alors IkBa, I'inhibiteur de NF-kB, qui est dégradé par la voie du protéasome. NF-kB
ainsi libéré dans le cytoplasme migre dans le noyau et active la transcription des cytokines pro-
inflammatoires. IKK : Inhibitor of Kappa B Kinase; IkBa: Inhibitor of Kappa B a; LPS:
Lipopolysaccharide; MyD88 : Myeloid Differentiation primary response gene 88; NF-kB: Nuclear
factor-kappa B; TLR-4 : Toll-Like Receptor 4.

iii.  Especes réactives de I'oxygéne

Une fois activés dans les tissus, les neutrophiles et les macrophages vont synthétiser
et activer plusieurs enzymes (xanthine oxidase, nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
réduite (NADPH) oxidase, nitric oxide synthase) a l'origine de la production d’espéces
réactives de l'oxygene (Reactive Oxygen Species: ROS) et de |'azote (Reactive Nirogen

Species : RNS) : peroxyde d'hydrogene (H»0>), radical hydroxyle (HOe), monoxyde d’azote
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(NQe), ion peroxynitrite (ONOOQe) [54,61]. Ces ROS / RNS, induisent des Iésions chimiques (en
particulier oxydatives) sur de nombreux composés cellulaires comme les protéines, les lipides,
ou les acides nucléiques [61]. Ces lésions peuvent induire une toxicité cellulaire et participer

au dysfonctionnement des organes.

Le systeme du complément est un groupe de protéines circulantes faisant partie de
I'immunité innée qui est directement impliqué dans les mécanismes d'élimination des
pathogénes. Trois voies de signalisation peuvent I'activer : la voie classique, la voie alterne et
la voie des lectines. Ces trois voies activatrices aboutissent a la formation d'une C3-
Convertase, point de départ de la voie effectrice commune qui détruit la cible en formant un
canal transmembranaire, permettant l'entrée de molécules d'eau dans la cellule. Les
fragments C3a et C5a sont des molécules appelées « anaphylatoxines » car elles entrainent la
libération d'histamine. De plus C5a a une activité chimiotactique importante, active la voie

des lipoxygénases et augmente I'adhésion leucocytaire.

Dans les situations d’infection, le complément est fortement activé et exerce une
activité pro-inflammatoire. Au cours de la chirurgie cardiaque, le complément est activé
directement par le contact du sang avec l'air ou les matériaux du circuit de CEC et par les
complexes héparine-protamine issus de la neutralisation de I’anticoagulation [31]. C5a exerce
une activité délétere sur lI'immunité innée via l'inhibition de la phagocytose et du
chimiotactisme ou via I'activation de I'apoptose des monocytes et polynucléaires [62]. De plus
C5a stimule la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les monocytes [62]. Plusieurs
travaux menés dans des modeles de sepsis par ligature-ponction caecale (Cecal Ligation and
Puncture, CLP) ont montré que I'inhibition pharmacologique de C5a ou I'antagonisation de ses
récepteurs, avaient un effet bénéfique en terme de défaillance d’organe et de mortalité [62—
64]. Dans des modeles de CEC, l'inhibition du complément diminue la dysfonction

endothéliale et améliore la défaillance hémodynamique [65,66].
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Au cours d’une infection localisée, il est suggéré par certains auteurs que la thrombose
microvasculaire induite par l'inflammation locale pourrait étre un mécanisme prévenant la
diffusion hématogéne des germes [67]. Néanmoins, dans les situations d’inflammation
généralisée, |'extension systémique des mécanismes pro-coagulants participe a 'installation
d’un syndrome de défaillance multi-viscérale. Ainsi, le choc septique s’associe quasi-
systématiquement a un phénotype pro-coagulant pouvant méme évoluer vers une CIVD chez
35% des patients [68]. Les monocytes activés vont exprimer a leur surface du facteur tissulaire
(VIla) qui va activer la cascade de la coagulation par la voie extrinséque avec formation de
thrombine (lla). Au cours d’une chirurgie cardiaque, I'activation de la coagulation passe par la
voie intrinseque (via I’activation du facteur Xll secondaire aux interfaces sang-air et sang-
circuit de la CEC) et par la voie extrinseque (via la libération de facteur tissulaire et I’activation
du facteur VII liée au traumatisme chirurgical) [31]. Les cytokines inflammatoires vont aussi
stimuler la synthese de facteurs de coagulation et de fibrinogeéne, entretenant ainsi la cascade
pro-coagulante. Les plaquettes circulantes sont activées directement par les cytokines pro-
inflammatoires et par la formation de thrombine induite par le facteur tissulaire. La
consommation de plaquettes liée a la CIVD et la diminution du nombre de mégacaryocytes
secondaire a une hémophagocytose, entrainent fréquemment une thrombopénie
inflammatoire (cf. SOFA score Tableau 1). En paralléle, les mécanismes anticoagulants sont
affaiblis avec une diminution de la synthése et une augmentation de la dégradation de la
protéine C, de I'antithrombine et de I'inhibiteur du facteur tissulaire [68]. Enfin, une fois la
cascade de la coagulation activée, il existe une inhibition marquée de la fibrinolyse empéchant
la dégradation des thrombi disséminés liés a cette coagulopathie inflammatoire. Ainsi, apres
une libération initiale d'activateurs du plasminogéne (Plasminogen Activator (PA) de type
tissulaire (t-PA) ou de type urokinase (u-PA)) par les cellules endothéliales au cours de
I'inflammation, l'activation du plasminogene est fortement inhibée par une augmentation
soutenue de la production du Plasminogen Activator Inhibitor, type 1 (PAI-1) conduisant a un

blocage de la fibrinolyse.

L'inflammation a un effet direct sur les mécanismes de coagulation mais les protéines

impliquées dans la coagulation peuvent elles aussi agir sur l'inflammation. Les facteurs de
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coagulation régulent I'inflammation en se liant aux Protease Activated Receptors (PARs). Les
PARs sont des récepteurs transmembranaires couplés aux protéines G et 4 types différents
(PAR 1 a 4) ont été décrits [69]. Une de leur particularité est qu’ils se servent de ligand a eux
méme : la protéolyse d’un PAR par un facteur de coagulation activé entraine I'exposition d'une
partie du récepteur qui est capable de s’auto-activer [68]. Les PARs 1, 3 et 4 sont activés par
la thrombine (Ila), le PAR-2 est activé par le facteur tissulaire (Vlla) et le facteur Xa [68]. De
plus, I'antithrombine et la protéine C ont une activité anti-inflammatoire en inhibant la
synthése cytokinique par action directe sur les monocytes / macrophages [68]. Ces effets ont
conduit a proposer la protéine C activée et I'antithrombine comme traitement du sepsis mais,
malgré d’évidentes amélioration de la coagulopathie, aucune de ces deux molécules n’a
montré d’impact sur la mortalité dans de grande cohortes de patients septiques et la protéine

C activée a fini par étre retirée du marché [70,71].

En parallele de la réponse pro-inflammatoire, il existe une immuno-modulation liée a
la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires conduisant a un équilibre entre cytokines pro-
et anti-inflammatoires. Cette phase anti-inflammatoire suivant I'apparition du SIRS est
classiquement dénommée Compensatory Anti-inflammatory Response Syndrome (CARS, cf.
Figure 3) [72]. Le CARS est une phase anti-inflammatoire voire d’'immunosuppression. En effet,
des cytokines a visée anti-inflammatoire sont produites, principalement I'lL-10 mais aussi les
formes solubles du récepteur au TNF-a, I'antagoniste au récepteur de I'lL-1 (IL-1Ra) et I'IL-4
[73]. L'IL-10 possede une activité anti-inflammatoire en inhibant la sécrétion macrophagique
de TNF-a, d'IL-1B et d’IL-6 [73]. Elle est sécrétée par les monocytes et, dans une moindre
mesure, par les lymphocytes. Elle possede une activité anti-inflammatoire a divers niveaux via
I'inhibition du facteur de transcription NF-kB, I'inhibition de la synthése de protéines liées a
I'inflammation et la réorientation de la réponse inflammatoire Th1 vers une réponse Th2 [74].
L'IL-7, une interleukine impliqguée dans la survie, le développement et I'homéostasie des
lymphocytes, joue également un role anti-inflammatoire [75]. Au cours du sepsis, elle exerce
un réle anti-apoptotique et I'administration d’IL-7 recombinante a montré une amélioration

de la survie associée a une meilleure fonction leucocytaire dans un modeéle murin de sepsis
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induit par CLP [75]. Un taux circulant d’ARNm de I'lL-7 bas était également associé de facon
indépendante a la mortalité a 28 jours dans une cohorte de patients septiques de réanimation
[76]. Chez 'Homme, une étude pilote évaluant I'administration de I'lL-7 au cours du sepsis a
montré son efficacité pour maintenir un niveau de lymphocytes T circulants, avec des taux 3

a 4 fois supérieurs en comparaison du placebo [77].
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Figure 3: Représentation schématique (A) et au cours du temps (B) de I’équilibre de la
réponse inflammatoire systémique

Au cours des infections, la survenue simultanée des réponses pro- et anti-inflammatoires permet de
moduler I'intensité du sepsis et de limiter la survenue des défaillances viscérales. CARS: Compensatory
Anti-inflammatory Response Syndrome; IL: Interleukine; SIRS: Systemic Inflammatory Response
Syndrome; TNF-a : Tumor Necrosis Factor-a.
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D’autres mécanismes, non cytokiniques, participent a la réponse anti-inflammatoire.
Ainsi, I’étude du lien entre systeme nerveux central et systeme immunitaire a fait découvrir
de nouveaux mécanismes de contrdéle de l'inflammation. Le réflexe neuro-inflammatoire,
médié par le nerf vague, conduit a I'activation du nerf splénique dans le plexus cceliaque qui
va libérer de la noradrénaline dans la rate. La noradrénaline va induire la sécrétion
d’acétylcholine par un sous type de lymphocytes T CD4 qui va aller se fixer sur les récepteurs
cholinergiques a7nAch des macrophages, bloquant ainsi leur sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires [78,79]. Enfin, I'activation des voies pro-apoptotiques intrinseque et
extrinseque des cellules immunitaires (lymphocytes B et T en particulier) va également jouer
un réle direct dans I'immunosuppression cellulaire et humorale induite par le sepsis [80]. Il
existe une altération fonctionnelle leucocytaire et une apoptose intra-splénique des
lymphocytes B et T CD4 au cours du sepsis [81—-83]. Cette dégradation explique en partie les
lymphopénies fréquemment observées chez les patients septiques et dont la persistance au
cours du séjour, reflet d’'une immunosuppression prolongée, est indépendamment associée a

une surmortalité [84].

Malgré un nécessaire effet « d’équilibration » de la réponse inflammatoire septique,
la réponse anti-inflammatoire est elle-méme pourvoyeuse de complications secondaires.
Ainsi, il a été montré que les patients avec une immunosuppression post-sepsis marquée
(évaluée par analyse transcriptomique de la glycolyse leucocytaire) présentaient plus
d’infections secondaires en réanimation [85]. Par ailleurs, dans ce méme travail, les infections
secondaires acquises en réanimation étaient plus fréquentes chez les patients septiques les
plus graves a I'admission, suggérant ainsi un lien entre intensité de la réponse inflammatoire
initiale et degré d'immunosuppression secondaire [85]. Dans I'objectif de mimer une réponse
anti-inflammatoire et de controler la réponse de I'organisme au pathogene, plusieurs études
randomisées menées chez 'lHomme se sont intéressées a I'impact d’inhibiteurs de IL-1B et
TNF-a au cours du sepsis mais aucune n’a montré d’amélioration de la mortalité [86—88]. Un
essai randomisé évaluant l'intérét d’un antagoniste du TLR-4 s’est également avéré négatif

chez des patients septiques [89].
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Si les leucocytes sont, de par leur fonction de synthése cytokinique et de clairance
bactérienne, les cellules impliquées en premiére ligne dans la réponse pro- et anti-
inflammatoire du SIRS, d’autres types cellulaires ont un role important dans ce contexte. Les
plaguettes jouent par exemple un role clé dans la physiopathologie du sepsis. La
thrombopénie septique est bien décrite et multifactorielle (CIVD, sidération ou toxicité
médullaire, trapping dans les NET, dilution par le remplissage, voire syndrome d’activation
macrophagique). Elle est associée a la mortalité en réanimation [90]. Cette thrombopénie
septique est d’ailleurs intégrée au score SOFA décrivant les défaillances d’organe septiques
(cf. Tableau 1). Mais les plaquettes jouent également un role de trigger de la réponse
inflammatoire systémique vasculaire. Les plaquettes vont reconnaitre certains PAMPs qui
vont les activer. Les altérations endothéliales induites par le sepsis (cf . infra) vont également
exposer le facteur Willebrand et le collagéne qui vont activer les plaquettes via les
glycoprotéines (GP) GPIb-V-IX et GPVI [91]. Cette activation plaquettaire induit la libération
de facteur d’auto-activation (adenosine diphosphate, thromboxane A2) entretenant le
phénotype pro-agrégant. L’activation plaquettaire joue donc un réle clé dans la cascade pro-
coagulante induite par le SIRS. Enfin les plaquettes activées peuvent également secréter
directement des cytokines pro-inflammatoires comme I'IL-18 et participer a I'activation
leucocytaire via des interactions directes impliquant linteraction entre P-selectine
plaguettaire et son récepteur leucocytaire, le P-selectin glycoprotein ligand-1 [92]. Bien que
le réle des plaquettes ait été essentiellement étudié dans le SIRS septique, plusieurs travaux
montrent un impact délétere de la CEC sur la fonction plaquettaire. La CEC induit une
dysfonction plaquettaire associée au saignement post-opératoire [93]. Cette dysfonction est
liée, au moins en partie, a I'activation des voies de I'apoptose au sein des plaquettes, a un
changement du transcriptome des micro-ARN plaquettaires et a une diminution de
I'expression des récepteurs d’adhésion plaquettaire [94-96]. A la différence du sepsis, le
phénotype plaquettaire induit par la CEC semble donc étre plutdt anti-coagulant. Si la CEC a
un impact bien décrit sur la physiologie plaquettaire, il n’existe actuellement pas de données
claires établissant I'implication des plaquettes dans la physiopathologie du SIRS induit par la

CEC.
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De nombreux travaux traitent du role des leucocytes et des plaquettes dans le SIRS mais
les données concernant les érythrocytes sont plus disparates. Le sepsis induit une
modification du phénotype érythrocytaire avec des globules rouges qui perdent leur
déformabilité, augmentent leur affinité pour I'oxygene et participent directement a la
clairance bactérienne intra-vasculaire [97,98]. L’érythrocyte activé va également synthétiser
des ROS, participant ainsi aux défaillances cellulaires induites par le sepsis (cf. supra) [97]. La
CEC induit également une perte de déformabilité des globules rouges et une augmentation de
I'agrégation des érythrocytes entre eux [99]. Au total, l'altération des fonctions
érythrocytaires participe directement a la défaillance micro-circulatoire (en particulier a cause

des modifications rhéologiques) et a I’'hypoxie tissulaire.

Au-dela des leucocytes, érythrocytes et plaquettes, un autre élément impliqué dans la
circulation sanguine est central et déterminant dans la physiopathologie du SIRS septique et

aseptique : la cellule endothéliale.

3. Physiopathologie de la dysfonction vasculaire lors d’une réponse

inflammatoire systémique

L’endothélium est une monocouche cellulaire recouvrant la totalité des systemes
vasculaires. Il représente une interface entre les tissus et les cellules circulantes et est
responsable du contréle de la vasomotricité et de la coagulation. Au niveau des capillaires
tissulaires, I'endothélium est perméable aux petites molécules (eau, ions, oxygéne, glucose
etc.), permettant ainsi 'approvisionnement des tissus en nutriments. Dans les conditions
physiologiques, il régule de facon majeure le tonus vasomoteur et ainsi la pression artérielle,
mais aussi la croissance des cellules musculaires lisses, le systeme de coagulation, I'agrégation
plaguettaire, la diapédése et enfin la perméabilité vasculaire. L'endothélium assure la plupart
de ces fonctions biologiques grace a sa structure intrinseque particuliére et la production de
substances biologiquement actives, dont le NO [100]. Au niveau vasculaire, le NO est une

molécule endogene libérée par les cellules endothéliales. Il est synthétisé naturellement a
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partir de la L-arginine (oxydée en L-citruline + NO) par plusieurs enzymes dites NO synthases
(NOS ; cf. Figure 4). Il existe trois formes de NOS: la forme neuronale (nNOS), la forme

inductible (iNOS) et la forme endothéliale (eNOS).

NH 0 O O
)L NO Synthase )]\
HoN N OH HoN N OH + N==
H NADPH + 0, H
NH, NH,
L-arginine L-citrulline Monoxyde d'azote

Figure 4: 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.

La nNOS est constitutive et soluble dans le cytosol des cellules neuronales et des
astrocytes du systéme nerveux central. Le NO y joue un réle de neurotransmetteur et de
neuromodulateur (plasticité des synapses). Il joue également un réle dans le développement
des neurones [101]. La iNOS est, elle aussi, principalement soluble au niveau du cytosol.
Initialement décrite dans les macrophages, elle est en réalité ubiquitaire et retrouvée dans de
nombreux types cellulaires: hépatocytes, cardiomyocytes, cellules musculaires lisses,
astrocytes, neurones [102]. En contexte physiologique, sa concentration cellulaire est tres
faible voire indétectable. Mais, lors d’une situation d’inflammation, la production de cytokines
active I'expression de iNOS conduisant a une synthése dérégulée et excessive de NO [101]. La
eNOS est constitutionnelle, essentiellement membranaire et finement régulée par les forces
de cisaillement liées au flux sanguin, ainsi que par I'acétylcholine, les bradykinines ou
I’histamine [103]. Elle produit en permanence du NO en tres faible quantité (de I'ordre du

picomolaire) [31].

Le NO a un effet protecteur de I’endothélium et induit une vasodilatation médiée par
production de guanosine monophosphate cyclique intracellulaire (GMPc) qui entraine la
relaxation de la tunique musculaire lisse des vaisseaux. Les cellules endothéliales sont plates

et polarisées : le p6le apical ou sanguin en contact avec la lumiére du vaisseau et le pole basal
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ou vasculaire fixé sur la membrane basale riche en collagene et en glycoprotéines. Les poles

sanguins et vasculaires des cellules endothéliales se distinguent par leur structure, leurs

récepteurs et leurs activités enzymatique et sécrétoire [100].

Les jonctions intercellulaires assurent la fonction de barriére de I'endothélium [104].

Elles représentent des structures permettant la transmission de signaux qui régulent des

phénoménes tels que la perméabilité vasculaire, I'inhibition de contact ou I'apoptose. Elles

sont aussi impliquées dans la signalisation intracellulaire grace aux interactions avec des

facteurs de transcription, des récepteurs de facteurs de croissance ou des protéines de

signalisation. Il existe différents types de jonctions endothéliales : les jonctions

communicantes, les jonctions serrées, et les jonctions adhérentes :

Les jonctions communicantes permettent une communication directe entre deux
cellules endothéliales adjacentes en formant des conduits a travers lesquels il y a
échanges d’ions, de métabolites ou d’autres molécules dont la masse est inférieure a
1 kDa [105] ;

Les jonctions serrées sont formées par différentes protéines transmembranaires que
sont I'occludine, les claudines et les molécules d’adhérence. C'est en s’associant a des
protéines cytosoliques telles que la Zonula Occludens 1 que ces protéines
transmembranaires vont former les jonctions serrées. Les jonctions serrées sont
fortement impliquées dans la régulation de la perméabilité vasculaire [106]. Elles
maintiennent une polarisation cellulaire, en délimitant le domaine apical du domaine
basolatéral des cellules, limitant ainsi la diffusion latérale de protéines membranaires
particuliéres ;

Les jonctions adhérentes sont présentes dans tout le systeme vasculaire. Elles sont
principalement constituées par la VE-cadhérine qui élabore des jonctions solides et
cohésives en se liant a des structures cytoplasmiques qui la maintiennent au
cytosquelette. L'ouverture des jonctions adhérentes est finement régulée et permet a

I'endothélium de jouer pleinement son role de barriére perméable [107].
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Le glycocalyx est une structure membranaire riche en hydrates de carbone, connectée
a l‘endothélium. La composition du glycocalyx comprend des protéoglycanes, des
glycosaminoglycanes, des glycoprotéines et des éléments solubles venus du plasma [108]. Les
glycosaminoglycanes sont porteurs de charges négatives repoussant de I'endothélium les
protéines chargées négativement et les éléments figurés du sang. Ceci permet de maintenir
un gradient oncotique, limitant la fuite capillaire, mais également de limiter les interactions
entre les éléments figurés du sang et I'endothélium. En fixant différentes protéines
anticoagulantes comme I'antithrombine Ill, I'héparine cofacteur Il, la thrombomoduline et
I'inhibiteur de facteur tissulaire, le glycocalyx confere ses propriétés anticoagulantes a
I’endothélium. Aussi, par sa structure et sa localisation, le glycocalyx endothélial s’est imposé
comme un candidat de choix pour I'intégration du signal de mécanotransduction. En effet, il
a été démontré qu’un traitement par des enzymes glycolytiques (héparinase ou
hyaluronidase) diminue la production de NO en réponse au flux. De plus, un rétrocontrole
positif semble exister puisque I’exposition a un shear stress de cellules endothéliales humaines
provenant de veines ombilicales double lincorporation d’acide hyaluronique dans le
glycocalyx [109]. Ces études impliquent les différents composants du glycocalyx dans le
phénoméne de mécanotransduction. Récemment, Harrison et al. ont montré que les
principales protéines d’ancrage du glycocalyx, comme le glypicane, seraient responsables de
la transmission des signaux mécaniques permettant la production de NO et la réorganisation
du cytosquelette [110]. Dans le méme temps, ce signal mécanique pourrait étre transmis a
d’autres régions de la cellule endothéliale, comme les jonctions intercellulaires et les
structures d’adhésion basale capables de détecter les forces de cisaillements, méme en
I’'absence de glycocalyx. Le glycocalyx est présent non seulement du c6té luminal de la cellule
endothéliale, mais également au niveau des jonctions entre les cellules endothéliales jouant

ainsi un réle important dans la régulation de la perméabilité vasculaire.

Les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) sont présentes dans la couche

intermédiaire de la paroi vasculaire, la media. Les CMLV sont les acteurs du phénomene de
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contraction/relaxation du vaisseau. L’état de contraction des CMLV dépend entiérement de la
concentration de calcium (Ca?*) cytoplasmique et de la sensibilité de I'appareil contractile au
Ca?. A I'état basal, il existe un gradient de concentration du Ca?*: la concentration
intracellulaire de Ca?* est plus faible que la concentration extracellulaire de Ca?*. Le Ca®*
intracellulaire est principalement stocké dans le réticulum sarcoplasmique et I'échange de
Ca?* entre les deux milieux est trés faible, car les canaux calciques voltage-dépendants sont
fermés et la diffusion passive est négligeable. Ainsi, le gradient calcique est maintenu. De
nombreux stimuli, qu’ils soient vasoconstricteurs ou vasodilatateurs, vont aboutir a une

modification du gradient de concentration du Ca?* dans la CMLV et modifier la vasoréactivité.

La cellule endothéliale est activée par les DAMPs / PAMPs et par les cytokines pro-
inflammatoires. Elle permet le recrutement des leucocytes eux-mémes responsables de
I’'auto-entretien de I'inflammation. L’endothélium acquiert alors un phénotype pathologique
responsable de la dysfonction endothéliale impliquée dans la dysfonction d’organe.
L'activation par les cytokines pro-inflammatoires (IL-1B et TNF-a en particulier) de la voie de
signalisation NF-kB au niveau des cellules endothéliales est le principal élément aboutissant a

ce phénotype [31].

L’expression de protéines d’adhésion a la surface des cellules endothéliales permet
d’assurer le rolling et la fixation leucocytaire (InterCellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1),
Vascular Cell Adhesion Molecule 1 (VCAM-1), P- et E-selectine). Les monocytes et les
polynucléaires neutrophiles vont alors adhérer a la surface endothéliale et, dans un second
temps, migrer dans le tissu inflammatoire. Cette migration cellulaire peut participer a
I'apparition d’cedéme endothélial pouvant étre responsable d’'une aggravation de I'hypoxie

tissulaire, en particulier via une obstruction mécanique de la microcirculation [111].
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Au cours de linflammation systémique septique ou aseptique, les cytokines
inflammatoires vont également inhiber I’activité des eNOS et induire, via la voie NF-kB, la
synthése de iINOS qui vont produire du NO de facon dérégulée, induisant ainsi une
vasodilatation importante qui participe a la défaillance hémodynamique inflammatoire
[31,112]. Le NO, produit en grande quantité, va également avoir, comme les autres ROS, un
effet cytotoxique direct. Indépendamment de l'inflammation, le caractere dépulsé de la
circulation sanguine en CEC lors d’une chirurgie cardiaque entraine une diminution du shear
stress qui conduit a une baisse de la synthése constitutionnelle de NO avec dysfonction
microcirculatoire locale [31,113]. Globalement, la baisse de production de la eNOS et
I’expression hétérogene de la iNOS va créer une hétérogénéité de perfusion et des shunts

intra-tissulaires responsables d’une hypoxie tissulaire [63].

Le glycocalyx va subir des Iésions directes durant le processus inflammatoire [114,115].
Les ROS sont les principaux médiateurs de la dégradation du glycocalyx [116]. La perte du
glycocalyx a pour conséquence une perte de la transmission du signal de shear stress a la
cellule endothéliale, conduisant localement a une inadaptation du tonus vasculaire au flux du
vaisseau et a des hétérogénéités de perfusion intra-tissulaire [116]. Le glycocalyx prévient les
interactions et I'adhésion non nécessaires entre cellules. Sa destruction est suivie d’une
synthése de molécules d'adhésion telles que la E-sélectine et ICAM-1. Une fois exposées a la
surface cellulaire, ces molécules induisent le recrutement de leucocytes permettant leur
diapédeése intra-tissulaire. Le glycocalyx étant également un élément central dans le maintien
des compartiments fonctionnels du secteur vasculaire, son altération va induire de
nombreuses perturbations physiologiques et en particulier une augmentation de la
perméabilité endothéliale [117,118]. Sa dégradation participe donc au syndrome cedémateux
inflammatoire et a la balance hydro-sodée positive dont le réle délétére est bien décrit au
cours du sepsis ou des assistances circulatoires [119,120]. Enfin, la dégradation du glycocalyx

aboutit a la disparition de ses propriétés anti-coagulantes (perte des protéines
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anticoagulantes qui y sont ancrées) et participe a I'acquisition du phénotype endothélial pro-

coagulant induit par le SIRS.

Au-dela des altérations fonctionnelles de I'endothélium induites par le SIRS, il existe
une altération physique directe de la cellule endothéliale. Dans les heures suivant I'induction
d’un sepsis, il apparait un détachement des cellules endothéliales de la membrane basale
(« dénudation endothéliale ») qui deviennent circulantes dans la circulation systémique
[121,122]. Il y a également un phénomene d’apoptose des cellules endothéliales induit par les
cytokines pro-inflammatoires [123]. Leur dégradation apoptotique va libérer a son tour des
radicaux libres et conduire a I'extériorisation de phospholipides pro-coagulants, aggravant
ainsi la réponse inflammatoire locale et systémique [124]. La dissémination de microparticules
endothéliales (vésicules membranaires pro-thrombogénes issues de I'apoptose endothéliale)
a cette occasion va également étre a l'origine de la dissémination de la dysfonction
endothéliale et de I'entretien de la CIVD [125]. L'ensemble de ces altérations physiques
directe de I'endothélium participe a 'augmentation de la perméabilité vasculaire induite par

les phénomenes de SIRS.

La réponse inflammatoire et le dysfonctionnement endothélial ont un retentissement
fonctionnel sur les vaisseaux, en particulier sur leur capacité a réguler les débits sanguins et a
les adapter aux besoins tissulaires en oxygene. On distingue classiqguement altération
macrocirculatoire et altération microcirculatoire, bien qu’elles soient fréguemment

entremélées.
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Altération vasculaire macrocirculatoire

Le choc vasoplégique, constitutif de la définition du choc septique, concerne
également jusqu’a 45% des patients en post-opératoire de chirurgie cardiaque [126]. La
vasoplégie est a l'origine d’une baisse du transport artériel en oxygéne et donc d’une
diminution de I'apport tissulaire en oxygene. Le traitement de référence est la noradrénaline,
catécholamine avec un effet a-adrénergique prédominant qui permet la restauration d’un

tonus vasculaire satisfaisant.

Altération vasculaire microcirculatoire

La défaillance microcirculatoire (diamétre des vaisseaux < 100 um) peut également
s’installer au cours de lI'inflammation aiglie. Cette défaillance conduit a une diminution de
I’oxygénation tissulaire et participe a I'apparition des dysfonctions d’organes. Les causes de

I'atteinte microcirculatoire sont multiples et entremélées :

- Dérégulation de la synthése du NO (cf. supra) ;

- Dysfonction endothéliale (cf. supra) ;

- Perte de la sensibilité des cellules musculaires lisses aux stimuli adrénergiques [127] ;
- Activation diffuse de la coagulation (cf. supra) ;

- Diminution de la déformabilité des globules rouges et de leurs capacités

vasodilatatrices [128,129].

Au total, on constate une diminution du nombre de capillaires perfusés avec des
hétérogénéités de perfusion et une augmentation de la distance entre capillaires fonctionnels
et cellules. Ce phénomene est majoré par I'apparition et I'entretien d’un cedéme interstitiel

qui éloigne encore plus les cellules des capillaires.

Au cours du sepsis, plusieurs travaux ont montré un lien clair entre atteinte
endothéliale et morbi-mortalité. Ainsi, les niveaux circulants d’'ICAM-1 et de VCAM-1 sont

associés au développement d’'un syndrome de défaillance multi-viscérale et a la mortalité

44



hospitalieére au cours du sepsis [130,131]. De méme, les niveaux circulants d’endothéline-1
(ET-1), peptide vasoconstricteur sécrété par l'endothélium vasculaire, sont corrélés a
I'atteinte endothéliale lors du sepsis et associés a la gravité et a la mortalité [132,133]. Chez
les patients septiques, le nombre de cellules endothéliales circulantes issues de la dénudation
endothéliale sont plus élevés chez les patients décédés a 28 jours que chez les patients
survivants [134]. Le lien entre mortalité au cours du sepsis et présence d’une altération de la
microcirculation est également bien documenté. La perte de la réactivité microcirculatoire a
I’hyperémie, témoin de cette altération, est corrélée a I'importance des défaillances d’organes
[135]. L'amélioration de la microcirculation au cours de la prise en charge initiale est
également associée a la réduction des défaillances d’organes a 24h (indépendamment de
I’état macrocirculatoire) [136]. Enfin, I'intensité des Iésions endothéliales septiques sont

associés a la survenue d’une CIVD, elle-méme associée avec la mortalité en réanimation [137].

Au décours d’une chirurgie cardiaque, la dysfonction endothéliale est majorée aprés
un pontage sous CEC en comparaison d’un pontage sans CEC [138]. Les marqueurs de
dégradation du glycocalyx sont corrélés a l'intensité de la dysfonction micro-circulatoire qui
persiste plusieurs jours apres la CEC, témoignant de I'importance de I'altération initiale de la
fonction endothéliale [139,140]. De plus, la dysfonction endothéliale post-CEC est
logiguement corrélée a 'augmentation de la perméabilité vasculaire [141]. Il existe un lien
clair entre dysfonction d’organe post-opératoire et altération endothéliale aprés une chirurgie
cardiaque sous CEC. Ainsi, I'augmentation des niveaux d’ICAM-1 et VCAM-1 en post
opératoire de chirurgie cardiaque est inversement corrélée au rapport PaO2/FiO2 post-
opératoire, témoignant d’une atteinte pulmonaire plus importante chez les patients avec une
atteinte endothéliale marquée [142,143]. Une élévation des niveaux d’angiopoiétine 1 et 2,
marqueurs de perméabilité endothéliale, est également associée a la survenue d’un Acute
Kidney Injury en post CEC [144]. Enfin, les marqueurs de dysfonction endothéliale (P-Selectine,
ICAM-1, VCAM-1) et la perte de la vasodilatation artérielle au flux (témoin d’'un endothélium
dysfonctionnel) sont étroitement associés a la survenue d’une défaillance hémodynamique
post-opératoire : syndrome vasoplégique et nécessité d'un support par inotrope ou

vasopresseurs en post-CEC [145-147].
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Il est clair que le SIRS, septique ou aseptique, est a I'origine d’une dysfonction
endothéliale et que cette derniére est étroitement corrélée aux dysfonctions d’organes et au

pronostic des patients.

Au cours du sepsis, de nombreuses études thérapeutiques se sont intéressées a la
modulation de la réponse inflammatoire et de la dysfonction endothéliale. Plusieurs
traitements ont été évalués dans ces indications : immunoglobulines polyclonales, anti-TNF-a
ou anti IL-1B, inhibiteurs du TLR4, anticorps anti-LPS, cytokines anti-inflammatoires (IL-1Ra),
antagonistes du facteur d’activation plaquettaire, corticoides, protéines anti-coagulantes
(antithrombine Ill, thrombomoduline, protéine C activée), statines, etc. Aucune de ces études
prospectives randomisées n’a montré d’efficacité clinique [148]. La vitamine C exerce un effet
bénéfique sur I'endothélium : réduction de I'expression d’iNQOS, effet anti-oxydant contrant
I'impact des radicaux libres, diminution des lésions endothéliales. Certaines études suggérent
un effet bénéfique de cette vitamine sur la mortalité et les défaillances d’organe au cours du
sepsis et des travaux randomisés sont en cours pour évaluer cette molécule chez les patients

septiques [149].

L'administration de NO en per- et post-opératoire de chirurgie cardiaque semble
diminuer la survenue d’Acute Kidney Injury post-opératoire. Un travail randomisé est en cours
pour confirmer l'intérét de ce traitement chez des patients ayant une atteinte endothéliale
[150,151]). Néanmoins, plusieurs traitement qui apparaissaient prometteurs pour moduler le
SIRS et lutter contre la dysfonction endothéliale induite par la CEC se sont montrés inefficaces
sur des criteres cliniques de morbi-mortalité dans des études randomisées:

méthylprednisolone, aminophylline, immunoglobulines G, statines [152-156]

Il n"existe donc a ce jour aucun traitement dit « spécifique » destiné a corriger la
dysfonction endothéliale et les défaillances d’organes dans ce contexte inflammatoire. Il
apparait nécessaire de poursuivre et développer les voies de recherche avec 'objectif de
moduler cette dysfonction largement impliquée dans le devenir des patients. Depuis quelques
années, un mécanisme de réponse cellulaire au stress a été décrit comme ayant un role central

dans la dysfonction endothéliale aiglie ou chronique : le stress du réticulum endoplasmique.
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lI- Le stress du réticulum endoplasmique

1. Physiologie du réticulum endoplasmique dans la maturation protéique

Le réticulum endoplasmique (RE) est un organite intracellulaire des cellules eucaryotes
essentiel a de nombreuses fonctions cellulaires (cf. Figure 5). Il est en continuité avec
I’enveloppe nucléaire et est séparé en deux zones fonctionnelles : le RE rugueux et le RE lisse.
Le RE rugueux est, avec ses ribosomes associés, le lieu de synthése des protéines secrétées a
I’extérieur de la cellule ou constituant les membranes des organites cellulaires (appareil de
Golgi, lysosomes, mitochondries, noyau, ribosomes, vésicules, ...). Il participe a la maturation
et au repliement post traductionnel des protéines qui viennent d’étre synthétisées et occupe
ainsi une place centrale dans le maintien de ’'homéostasie cellulaire [157]. Le RE lisse participe

au métabolisme cellulaire en synthétisant des lipides et en stockant le calcium.

Réticulum Endoplasmique Rugueux Noyau
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Enveloppe
nucléaire

=
b

Pore nucléaire

Ribosomes
Réticulum endoplasmique lisse

Vésicules de sécrétion

' Lysosome
&;Membmne Plasmique

Appareil de Golgi

Figure 5: Localisation intracellulaire et structure du réticulum endoplasmique

Image libre de droit, créée par Mariana Ruiz pour I'encyclopédie Wikipédia.

Au cours de la traduction, environ un tiers des protéines immatures est orienté vers la
lumiére du RE rugueux et va subir des modifications nécessaires a l'acquisition de leur

structure tertiaire et de leur fonction: N-glycosylation, ajout de pont disulfures,
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oligomérisation, phosphorylation, etc. [157]. Cette maturation requiert la participation d’un
ensemble spécifique de protéines chaperonnes dont la Glucose Related Protein 78 kDa
(GRP78, également appelée Binding Protein (BiP)) qui appartient a la famille des Heat Shock
Protein 70 kDa (HSP70s ; cf. Figure 6) [158]. Les HSP70s fonctionnent en tandem avec des
protéines adaptatrices appelées protéines a domaine J (cf. Figure 6). En condition
physiologique, le nombre de protéines chaperonnes du RE est supérieur a celui des protéines
immatures afin d’éviter leur agrégation et de permettre une maturation satisfaisante du flux
protéique cheminant dans le RE [157]. En cas d’échec de maturation, les protéines mal
repliées sont exportées vers le cytoplasme via des systémes d’export localisés a la membrane

du RE comme le complexe de dégradation associé au réticulum (ER-Associated Degradation :

ERAD), et dégradées par la voie du protéasome [159,160].
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Figure 6: Mécanisme du repliement canonique dépendant des HSP70s

(1) Les protéines a domaine J se lient aux protéines clientes (non repliées). (2) Le complexe protéine
J/cliente recrute la chaperonne HSP70. (3) L’hydrolyse de I’ATP permet un changement de
conformation de la protéine HSP70 qui enserre la protéine cliente et la stabilise. (4) Recrutement du
facteur d’échange nucléotidique (NEF). (5) Dissociation de I’ADP et (6) recrutement d’une nouvelle
molécule d’ATP. (7) Dissociation du complexe HSP70/protéine cliente/NEF. La protéine cliente a alors
une probabilité de trouver une conformation native lors de la dissociation. Sinon, un nouveau cycle
sera débuté jusqu’a I'obtention d’une conformation native ou ciblage au protéasome.

Figure tirée de la thése du Dr Pierre-Alain Thiebaut et adaptée de Kampinga et al. 2010 Nature Reviews
[161].



2. Mécanismes moléculaires du stress du réticulum endoplasmique

La capacité de synthése protéique est trés variable parmi les différents types cellulaires
et elle semble directement liée a la taille du RE, notamment pour les cellules spécialisées dans
la sécrétion de protéines extracellulaires ou le RE est particulierement développé. Cependant,
guelle que soit la taille du RE, les mécanismes de synthése protéique fonctionnent a quasi
saturation, assurant ainsi un turnover rapide du pool protéique mais imposant une charge
protéique sur le RE et un fonctionnement a flux tendu. Le surpassement des capacités de
repliement du RE entraine alors une accumulation de peptides non ou insuffisamment repliés,

rompant 'lhoméostasie cellulaire protéique et définissant un état appelé stress du RE (SRE).

Le SRE entraine une réponse cellulaire adaptatrice appelée Unfolded Protein Response
(UPR) qui vise a rétablir 'homéostasie selon trois axes : I'augmentation de la synthése des
protéines chaperonnes, la limitation de la traduction protéique globale et I'activation des
voies de dégradation protéique [162]. L'UPR repose sur trois voies de signalisation impliquant

des protéines transmembranaires du RE :

- Lavoie Inositol-Requiring Protein-1 alpha ;
- Lavoie Protein Kinase RNA (PKR)-like ER Kinase ;

- Lavoie Activating Transcription Factor 6.

En condition physiologique, ces trois protéines transmembranaires sont maintenues
sous forme inactive a la membrane par interaction avec la GRP78. En situation de SRE, la
GRP78 est réquisitionnée dans la lumiere du RE pour le repliement des protéines immatures
accumulées et se dissocie de ces protéines effectrices. Cette dissociation permet leur

activation.

L'UPR repose sur trois voies dont I'activation va mener, en fonction de I'intensité et de
la durée du stress, a la résolution du SRE ou a une évolution défavorable vers I'apoptose. Les

voies de I'UPR sont schématisées et résumées dans la Figure 7.
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Figure 7: Voies de signalisation de I'Unfolded Protein Response

Les protéines IRE1a, PERK et ATF6 sont intégrées dans la membrane du RE et peuvent activer des voies
de transduction du RE vers le cytosol. Dans des conditions normales, la GRP78 se lie aux domaines
luminaux de ces protéines détectrices et inhibe leur activation. En situation de stress du réticulum
endoplasmique (SRE), la GRP78 se dissocie de IRE1a, PERK et ATF6 et se lie aux protéines non repliées.
Cette dissociation entraine I'activation des protéines détectrices. Figure adaptée de So, 2018 Mol Cells.
[163].

(A) Voie IREla : IRE1la posséde un domaine kinase et RNase dans sa région cytoplasmique, le SRE induit
sa dimérisation et son autophosphorylation. Le domaine RNase d’IREla est ainsi activé et effectue un
épissage de I'ARNm de XBP1. L'ARNm XBP1 tronqué code pour XBP1s, qui active la transcription des
genes liés a I'UPR.

(B) Voie PERK : PERK est une protéine kinase qui subit une dimérisation et une autophosphorylation
lors du SRE. PERK activé phosphoryle elF2a qui va entrainer une inhibition générale de la traduction
des protéines. elF2a phosphorylé augmente cependant sélectivement la transcription d'ATF4, qui
active la transcription de CHOP qui transcrit a son tour GADD34. GADD34 exerce un rétrocontrole
négatif en déphosphorylant elF2a pour rétablir la synthése des protéines apres régression du SRE.

(C) Voie ATF6 : le SRE induit une translocation d’ATF6 du RE vers I'appareil de Golgi. Il est ensuite clivé
par des protéases (S1P et S2P) libérant I'extrémité N-terminale d'ATF6 (ATF6-N), qui migre vers le
noyau et induit la transcription des génes cibles codant pour les chaperonnes ER, les composants ERAD
et XBP1.

ATF4/6, activating transcription factor 4/6; CHOP, C/EBP homologous protein; elF2a, a-subunit of
eukaryotic translation initiation factor 2; ERAD, ER-Associated Degradation; GADD34, growth arrest
and DNA damage-inducible protein 34; RNase, endoribonuclease; S1(2)P, site-1(2) protease; XBP1, X-
box binding protein 1.
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Inositol-Requiring Protein-1 alpha (IRE1a) est une protéine transmembranaire de type
| possédant une double activité kinase et RNase. La partie intraluminale d’IRE1a participe a la
détection des protéines non repliées, tandis que la partie intracytoplasmique possede les
domaines kinase et RNAse. En conditions basales, lorsque le niveau de chaperonnes est
adapté a la demande en repliement protéique, IRE1a est associée a GRP78 qui exerce alors
un role inhibiteur sur I'activité kinase et RNAse d’IREla. L’accumulation de protéines non
repliées au sein de la lumiére du RE va entrainer une titration de GRP78, libérant ainsi IRE1a
et favorisant sa dimérisation [164]. Une fois dissociée de la GRP78, elle se dimérise et s’active
par autophosphorylation puis épisse I'ARN messager (ARNm) codant X-box Binding Protein-1
(XBP1) pour générer XBP1 épissé (spliced-XBP1, sXBP1) qui agit comme un facteur de
transcription augmentant la synthése de protéines adaptatives du SRE, du NF-kB et des

facteurs de I'inflammation et de I'apoptose.

Indépendamment du clivage de XBP1, IREla posséde également un réle de
dégradation d’autres ARNm. C’'est la « dégradation régulée dépendante d’IREla » (Regulated
IRE1 Dependant Decay ou RIDD) qui permet la dégradation rapide d’ARNm, inhibant ainsi la
traduction et limitant donc I'accumulation de protéines au sein de la lumiére du réticulum
[165]. Lors d’un stress de faible intensité, les dimeres d’IRE1a épissent I’ARNm d’XBP1 mais il
n’y a gu’une faible activation de RIDD. Cette réponse permet la synthése du facteur adaptatif
sXBP1 et la résolution du stress. En revanche, lors d’un stress intense et/ou prolongé, les
monomeres d’IREla s’associent en oligomeéres de haut poids moléculaire, créant un site
RNAse de plus grande taille et activant la voie RIDD, nécessaire a |'apoptose [166]. Les
mécanismes de I'induction de I'apoptose induite par la voie RIDD sont complexes et sont en
partie liés aux modifications engendrées par la baisse des niveaux d’ARNm de certains facteurs

anti-apoptotiques.

La Protein Kinase RNA (PKR)-like ER Kinase (PERK) est, comme IREla, une protéine
transmembranaire du RE de type | a activité kinase. PERK et IRE1la partagent une phylogénie
commune et possedent des domaines intraluminaux de fixation a la GRP78 similaires [164].

Leurs mécanismes d’activation sont donc logiquement similaires et reposent sur la titration
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en GRP78 lors d’un afflux massif de protéines au sein du RE. Une fois dissociée de la GRP78,
PERK s’active par dimérisation et autophosphorylation puis phosphoryle la sous unité alpha
d’Eukaryotic Initiation Factor 2 (elF2a). elF2a phosphorylé se dimérise avec elF23, produisant
alors un complexe responsable d’une diminution de la transcription protéique globale. En cas
de stress prolongé, cette voie augmente la traduction de I'ARNm de Activated Transcription
Factor 4 (ATF4), facteur de transcription de genes impliqués dans l'autophagie, le stress
oxydatif et I'apoptose. ATF4 va ainsi activer la synthése d’un autre facteur de transcription :
C/EBP-homologous protein (CHOP). CHOP posséde une activité dépendante de I'intensité et
de la durée du SRE. A la phase initiale, 'augmentation de CHOP, issue de la voie de
transcription PERK, conduit a la synthése de nouvelles chaperonnes. CHOP va également
conduire a la synthese de la Growth Arrest and DNA Damage-inducible protein (GADD34), un
facteur déphosphorylant elF2a afin de terminer 'UPR lorsque le SRE se corrige [167]. Mais
son expression prolongée active les voies de I'apoptose en diminuant la transcription de

I’ARNm de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 [168].

L’Activating Transcription Factor 6 (ATF 6) est une protéine transmembranaire du RE
de type Il a activité kinase. Une fois dissociée de la GRP78, elle est transloquée dans I'appareil
de Golgi et clivée par des protéases [169]. Le fragment clivé agit directement comme un
facteur de transcription et induit I'expression de protéines nécessaires au repliement :
chaperonne, protéine disulfure isomérase (permettant la synthese de ponts disulfures,
indispensables a la configuration tertiaire des protéines), protéine de contréle qualité et de
dégradation, etc. [170]. Il semble que la voie ATF6, de par I'effet direct de la portion clivée
comme facteur de transcription, soit la voie la plus précocement active lors de la mise en place
de I"'UPR. Ainsi, si la synthése de GRP78 issue de l'activation d’ATF6 est suffisante avec
résolution rapide du SRE, les autres voies de I’'UPR ne s’activent pas (absence d’épissage de

XBP1 par exemple) [171,172].
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Au final, les voies IRE1a, PERK et ATF6 tendent a la restauration de I'homéostasie du
RE et a la survie cellulaire (en particulier via la synthése de GRP78) en cas de stress léger a
modéré, ou induisent I'apoptose en cas de stress majeur et prolongé [173]. Ces 3 voies sont
bien distinctes avec des effets spécifiques de sXBP1, d’ATF4 ou d’ATF6 sur certains genes. Il
est cependant important de noter que leur phénotype et leur trigger d’activation (réquisition
de la GRP78 dans la lumiere du RE) sont communs et qu’elles ont, en partie, des effets
similaires : synthése de chaperonnes, mise en jeu des voies pro-apoptotiques en cas
d’activation prolongée, etc. Par exemple, si la synthése du facteur de transcription CHOP est
classiquement décrite dans la voie PERK, les voies IRE1a et ATF6 peuvent également induire
sa production [171]. Il apparait donc probablement plus Iégitime de considérer I’'lUPR comme
une réponse globale impliquant ces trois voies entremélées plutét que comme I'addition de

trois voies séparées sur le plan fonctionnel.

Il y a un lien clair entre SRE et dysfonction endothéliale. L'induction pharmacologique
d’'un SRE par tunicamycine dans les cellules endothéliales coronaires humaines induit
I'expression de la p38 mitogen-activated protein kinase (protéine pro-inflammatoire
également impliquée dans l'initiation de I'apoptose), la majoration du stress oxydatif et la
diminution de I'activité de la eNOS [174]. Il a été montré que I'incubation d’artéres de souris
avec la tunicamycine induisait une dysfonction endothéliale avec perte de la vasodilatation
endothélium-dépendante [175]. Dans ce méme travail, un traitement de souris hypertendues
par I'acide 4-phenylbutirique (4BPA, une chaperonne chimique inhibitrice du SRE) a permis
d’augmenter I'activité de la eNOS et d’améliorer la relaxation endothélium-dépendante,
témoin d’un endothélium fonctionnel [175]. De plus, il a été montré qu’un traitement par
4BPA permet de reverser partiellement la baisse de eNOS dans des cultures de cellules
endothéliales humaines de patients diabétiques suggérant une amélioration directe de la
fonction endothéliale chez 'Homme [176]. Des données récentes de notre équipe INSERM,

issues de la these du Dr Pierre-Alain Thiebaut, confirment ces précédents travaux en montrant
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gue des animaux traités par tunicamycine présentent une altération de la dilatation artérielle

médiée par le flux (Figure 8) [177].
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Figure 8: Effet de I'induction du SRE sur la fonction endothéliale chez des souris KO pour le
géne codant la protéine tyrosine phosphatase 1B

La tunicamycine a été injectée a la dose de 1ug/g dans la cavité intrapéritonéale des animaux WT et
KO pour la protéine tyrosine phosphatase 1B. Aprés 48h, la fonction vasculaire a été analysée par
artériographe d’Halpern en réponse a l'augmentation du flux sanguin, n=6-8/groupe,ANOVA 2
facteurs, *** : p<0.001.

Données issues de la thése du Dr Pierre-Alain Thiebaut et tirés de Thiebaut et al., 2018 [177].

Enfin, in vivo chez 'Homme, la prise d’acide tauroursodeoxycholique, un inhibiteur du
SRE, a permis de corriger la perte de vasodilatation médiée par le flux induite par une dose de
charge orale de glucose [178]. Ce travail a ainsi suggéré I'efficience de cibler le SRE pour

prévenir la dysfonction endothéliale chez I’'Homme.

3. Stress du réticulum endoplasmique et pathologies inflammatoire aigies
1. Dans des modeles animaux

i. Modéles animaux d’inflammation aigiie septique

Plusieurs travaux récents mettent en évidence que I'inflammation aigiie et le SIRS sont

associés a l'activation des voies du SRE. Au niveau pulmonaire, il existe une activation des
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voies du SRE apres administration de LPS bactérien et I'inactivation de CHOP conduit a une
amélioration de la survie dans des modeéles de sepsis par administration de LPS et/ou par CLP
par une possible réduction des mécanismes pro-apoptotiques [179—-181]. Dans un modele de
sepsis endotoxinique, I'administration de LPS conduit a une augmentation de I’expression des
marqueurs du SRE au niveau du poumon [182]. L'utilisation de 4BPA a montré son efficacité
dans des modeles pré-cliniques pour réduire la dysfonction d’organe induite par le LPS
bactérien. Ainsi, il diminue les niveaux d’expression tissulaire de cytokines inflammatoires
(TNF-a, IL-1B, ICAM-1) et I'activation du systéme NF-kB, chez des animaux traités par LPS
[182]. Enfin, le 4BPA a montré une diminution de la mortalité dans un modele de sepsis murin
par CLP avec une amélioration de la perfusion d’organe et de I'oxygénation tissulaire, du débit
cardiaque et une réduction de I'inflammation et du stress oxydatif systémique [183]. Un autre
inhibiteur du SRE, I'acide tauroursodeoxycholique, a également montré un effet similaire au
4BPA avec une réduction de la mortalité et une augmentation de la synthése de la cytokine
anti-inflammatoire IL-10 dans un modéle murin de sepsis mixte (péritonite fécale +

pneumonie) [184].

Ces données encourageantes sur l'utilisation d’inhibiteurs du SRE dans des modeles
septiques sont également retrouvées dans des modeles aseptiques. Ainsi, le 4BPA diminue les
défaillances d’organes, I'apoptose intestinale et pancréatique et I'inflammation systémique
dans des modeéles murins de pancréatite aiglie [185—-187]. Plusieurs travaux ont aussi montré
un effet protecteur du 4BPA sur les lésions induites par I'ischémie-reperfusion. Le 4BPA
améliore par exemple la survie neuronale et réduit le déficit neurologique clinique apres
ischémie médullaire chirurgicale chez le lapin [188]. De méme, dans un modele d’ischémie-
reperfusion coronaire, I'administration de 4BPA réduit la taille de linfarctus, diminue
I'apoptose des cardiomyocytes et améliore les fonctions systolique et diastolique a long terme
apres l'infarctus [189,190]. Il n’existe actuellement aucune étude pré-clinique s’intéressant a

I'inhibition du SRE au cours de la CEC.
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Le SRE et ’'UPR ont été bien décrits en cancérologie, en diabétologie ou dans le cadre
des maladies neuro-dégénératives et auto-immunes, mais il n’y a que trés peu d’études les
analysant au cours des situations d’inflammation aiglie chez I’'Homme. Il a été montré que le
SRE était nettement activé dans les cellules mononuclées de huit patients atteints d’'un Acute
Lung Injury comparativement a six volontaires sains [182]. D’autres travaux ont montré qu’un
dommage tissulaire (biopsie graisseuse sous-cutanée ou biopsie musculaire) s’"accompagnait
d’une activation locale des voies de I'UPR, prouvant ainsi qu’un dommage tissulaire aseptique

pouvait induire une réaction de SRE [191,192].

Enfin, il convient de noter que le 4BPA et I'acide tauroursodeoxycholique sont en cours
d’évaluation chez 'Homme pour moduler le SRE chez des patients diabétiques ou obéses
(www.clinicaltrials.gov, NCT00771901). Cela montre I'intérét actuel que suscite I'inhibition du
SRE chez I'Homme et la possibilité de, peut-étre un jour, pouvoir envisager cette

thérapeutique en pratique clinique.

4. Stress du réticulum endoplasmique et protéine tyrosine phosphatase

1B

Les phosphatases sont des enzymes spécialisées dans la déphosphorylation de
protéines. Au sein de cette classe enzymatique, il existe plusieurs familles classées selon leurs
spécificités de substrats. Ainsi, les phosphatases spécifiques des résidus tyrosine
phosphorylés, ou Protein Tyrosine Phosphatases (PTPs), sont impliquées dans la régulation de
voies de signalisation intracellulaires [193]. Elles s’opposent a I'action des Protéines Tyrosine
Kinase, dont le role est de phosphoryler les résidus tyrosine cibles. Les PTPs sont divisées en
trois différentes sous-classes (I, Il et Ill). La classe | des PTPs comprend les phosphatases

spécifiques uniquement des résidus tyrosine phosphorylés. La protéine tyrosine phosphatase

56



1B (PTP1B) est une protéine essentiellement ancrée a la membrane du RE via son domaine C-
terminal [194]. Cette localisation centrale dans la cellule est particulierement adaptée a la
régulation fine de nombreux processus physiologiques intracellulaires. La fixation d’un ligand
sur les récepteurs a tyrosine kinase méne a leur autophosphorylation activatrice puis a leur
endocytose dans des endosomes spécialisés. Ce processus rapproche les récepteurs activés
de leurs cibles moléculaires mais également de leur régulateurs comme la PTP1B qui, en les
déphosphorylant, bloque la transduction du signal [195]. La PTP1B est par exemple impliquée
dans la régulation négative de nombreuses voies de signalisation cellulaire telles que la
réponse a linsuline, a la leptine, a certains facteurs de croissance et a la production

endothéliale de monoxyde d’azote [194,196].

L’'inflammation active la transcription de PTPN1, le gene codant la PTP1B, en particulier
via TNF-a qui induit la synthése de NF-kB qui a son tour agit directement comme promoteur
de la transcription de PTPN1 [197]. Paradoxalement, alors que la PTP1B est impliquée dans
I'insulinorésistance (cf. infra), I'hyperglycémie va induire une augmentation de sa
transcription (via le facteur de transcription Specificity Protein-1), aggravant le cercle vicieux

hyperglycémie / insulinorésistance [198].

Il existe également une régulation post-transcriptionnelle de la PTP1B faisant

intervenir plusieurs éléments dont :

- les micro-ARN 210 et 122 qui inhibent la synthése de PTP1B [199,200] ;

- les especes réactives de I'oxygene qui inactivent transitoirement ou définitivement la
fonction de la PTP1B via une oxydation plus ou moins intense de sa cystéine 215 [201];

- Le monoxyde d’azote qui a un effet inhibiteur temporaire via une nitrosylation
inhibitrice transitoire de la cystéine 215 [202] ;

- la phosphorylation inhibitrice de la PTP1B par la protéine Akt (protéine kinase B) sur

sa sérine 50 [203].

La régulation de la synthése et de I’activité de la PTP1B est donc complexe et intervient

a plusieurs niveaux.
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2. Protéine tyrosine phosphatase 1B et pathologies

i.  Pathologies métaboliques

La PTP1B a essentiellement été étudiée dans les pathologies métaboliques et elle
participe directement a la régulation du métabolisme insulinique. Le récepteur a l'insuline est
un récepteur a tyrosine kinase et la PTP1B est connue pour exercer un rétrocontrole négatif
dans sa voie de signalisation en déphosphorylant le résidu tyrosine du récepteur a l'insuline

(cf. figure 9) [204].
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Figure 9: Implication de la PTP1B dans l'insulinorésistance liée au sepsis

Les cytokines pro-inflammatoires et les endotoxines bactériennes activent les voies de I'inflammation
résultant en une inhibition du récepteur a I'insuline par phosphorylation du résidu sérine de I'insulin
receptor substrate-1 (IRS-1) et en une inhibition de la transcription des transporteurs du glucose
Glucose Transporter 4 (GLUT4). La PTP1B, surexprimée en période inflammatoire, inhibe Ia
phosphorylation du résidu tyrosine d’IRS-1, conduisant a I'inhibition de la voie PI3K/Akt, responsable
de l'inhibition de la translocation des transporteurs GLUT-4 vers la membrane cellulaire. Les
conséquences sont donc une moindre absorption de glucose par la cellule.
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Le role de la PTP1B dans les voies de signalisation de I'insuline a été mis en évidence
par une étude montrant que la délétion du géne de la PTP1B chez des souris permettait
d’augmenter leur sensibilité a 'insuline et de prévenir 'obésité liée a un régime riche en
graisses. Ce travail a donc suggéré I'action inhibitrice de cette protéine dans la signalisation
de l'insuline [205]. Plusieurs autres travaux ont confirmé le réle inhibiteur des protéines
tyrosines phosphatases, et notamment de la PTP1B dans I'assimilation du glucose conduisant
aux phénomenes d’insulinorésistance constatés dans I'obésité ou le diabéte [206,207]. De
plus, la PTP1B exerce un rétrocontréle négatif sur la voie de signalisation médiée par la
protéine Janus kinase. Cette protéine fait partie des voies de signalisation impliquées a la fois
dans les pathologies métaboliques et inflammatoires [204]. Récemment, I'impact de la
délétion du gene codant la PTP1B a été étudiée dans un modéle murin de sepsis induit par
CLP. Elle a permis d’améliorer la sensibilité du récepteur a I'insuline, de restaurer I'expression
et I'activité des Glucose Transporter 4 (GLUT4) et de réduire I'inflammation et la dysfonction
endothéliale induite par le sepsis [208]. La PTP1B joue donc probablement un réle clé entre le

métabolisme insulinique et la réponse inflammatoire.

En effet, la PTP1B, dont I'expression est favorisée par I'inflammation, joue également
un role dans la modulation de la réponse inflammatoire des cellules circulantes [209]. Des
travaux récents mettent en exergue le lien entre |'expression tissulaire de la PTP1B,
I’activation du processus inflammatoire et la survenue de défaillance d’organe. De fait, dans
une étude murine sur l'inflammation induite par I'obésité, la surexpression de la PTP1B
semblait étre secondaire a une activation de la voie pro-inflammatoire orchestrée par NF-kB
et était directement corrélée aux taux circulants de TNF-a [209]. En paralléle, la PTP1B joue
également un role important dans la dysfonction endothéliale septique. La PTP1B est présente
dans la cellule endothéliale et son inhibition ou la délétion du géne codant la PTP1B a un effet
protecteur sur la dysfonction endothéliale constatée dans les maladies cardiovasculaires
[210,211] ou dans le sepsis [212]. De la méme maniére chez la souris, la délétion du géne de
la PTP1B a permis de réduire la survenue des manifestations cardiovasculaires dues a un choc

endotoxinique [212].
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Enfin, le role délétére de la PTP1B est aussi suggéré dans le myocarde. Son expression
est augmentée dans le cceur en cas de dysfonction du cardiomyocyte [213]. Dans des modeles
murins d’insuffisance cardiaque chronique, son inhibition pharmacologique permet de
rétablir une dilatation médiée par le flux des artéres périphériques, traduisant une
restauration de la dysfonction endothéliale associée [210]. Enfin, I'inhibition génétique de la
PTP1B sélectivement au niveau de la cellule endothéliale prévient la survenue de dysfonction
myocardique et d’altération endothéliale dans ce méme modele d’insuffisance cardiaque

[214].

De par leur localisation au niveau de la membrane du RE, il existe un lien fonctionnel
entre PTP1B et SRE. Il y a une proximité physique de la PTP1B avec PERK et IREla et
I'inactivation génétique de la PTP1B induit une activation des voies PERK et IREla, ce qui
suggere un effet inhibiteur de la PTP1B sur 'UPR [215]. D’autres études montrent cependant
gue l'inactivation génétique de la PTP1B diminue I’activation de PERK ou d’IREla [216,217].
Ces travaux contradictoires ont été menés in vitro sur des cultures de tissus de nature
différentes et il est donc possible que le PTP1B ait une action différente sur le SRE en fonction
du tissu ou du contexte pathologique. Dans des modeéles animaux, il semble cependant
gu’expressions de PTP1B et SRE soient positivement associées. Ainsi, dans un travail mené
chez des souris ayant un régime gras, I'expression de PTP1B était diminuée apreés traitement
par un inhibiteur du SRE, I'acide tauroursodeoxycholique [218]. A l'inverse, dans ce méme
travail, un traitement de tissus musculaires par un inducteur de SRE, la tunicamycine, induisait
une augmentation de I'expression de la PTP1B, témoignant de I'induction de la PTP1B par le
SRE [218]. Dans une autre étude, la défaillance myocardique induite par le SRE dans un modele

murin était atténuée chez les souris KO pour le gene codant la PTP1B [219].

Dans sa thése, le Dr Pierre-Alain Thiebaut a ciblé le lien entre PTP1B et SRE dans
I'endothélium. Il a montré que, chez les souris KO pour le géne codant la PTP1B, la
tunicamycine (inductrice de SRE) n’induisait pas de dysfonction endothéliale, confirmant les

travaux précédents sur |'effet protecteur de la délétion en PTP1B sur le SRE endothélial induit
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in vivo (cf. Figure 10) [177]. Dans ce méme travail, les animaux KO pour le géne codant la
PTP1B présentaient des niveaux basals d’ATF6, CHOP et EIF2a supérieurs aux animaux
contréle mais sans augmentation de la GRP78, suggérant un impact de la présence de la PTP1B
sur le niveau basal de I'UPR et un possible effet inhibiteur de la PTP1B sur les voies PERK et
ATF6 [177]. Dans des données non publiées de sa thése, le Dr Thiebaut a également montré
gu’aprés injection de LPS, les animaux KO-PTP1B ne présentaient pas d’augmentation des
niveaux d’ATF6, d’EIF2a et de GRP78 dans les artéres périphériques (cf. figure 10). L'ensemble
de ces données suggerent que la délétion en PTP1B n’inhibe pas les voies de I'UPR mais

prévient la survenue du SRE endothélial, prévenant ainsi la dysfonction endothéliale septique.
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Figure 10: Impact de Il'invalidation génétique de la PTP1B sur I'expression des marqueurs
vasculaires du stress du RE au cours du sepsis

Les artéres murines de souris WT ou PTP1B-/- soumises a une injection intrapéritonéale de LPS ont été
analysées en Western-Blot pour les principaux marqueurs du stress du RE (A-C). Kruskal-Wallis, * :
p<0.05, ** : p<0.01, *** : p<0.001).

Données issues de la these du Dr Pierre-Alain Thiebaut.
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OBJECTIF DE LA THESE

Malgré de nombreuses descriptions du SRE et de I'UPR in vitro et dans des modeéles
animauy, il n’existe qu’une seule description de I'expression du SRE au cours de I"Acute Lung
Injury chez ’'Homme [182]. Kim et al. avaient montré une augmentation de la synthése de
GRP78 et CHOP dans les cellules mononucléées (monocytes et lymphocytes) des patients
ayant un Acute Lung Injury en comparaison de volontaires sains, témoignant d’une activation
du SRE chez ces patients [182]. Aucun travail ne s’est intéressé a la cinétique de 'UPR a la

phase aiglie d’'un SIRS et a son lien avec la dysfonction endothéliale in vivo chez I’'THomme.

L'objectif de cette these était d’explorer la cinétique et I'intensité de I'expression des
voies de I'UPR au cours des situations d’inflammation systémique chez I’'Homme. Nous avons
fait I'hypothese qu’un stress inflammatoire induisait les trois voies de 'UPR et que I'activation
de ces voies était proportionnelle a I'intensité des lésions endothéliales et des défaillances
d’organe observées. Nous avons également exploré le lien entre expression de I'UPR et

expression de la PTP1B au cours du sepsis (objectif secondaire).

Nous avons étudié deux situations d’inflammation systémique : le SIRS septique et le
SIRS aseptique. Nous avons choisi la chirurgie cardiague sous CEC comme modele de SIRS
aseptique. Le fait de connaitre avec précision le début du stress inflammatoire lié a la chirurgie

nous permettait d’analyser avec précision la cinétique de I’'UPR dans ce modele.

Les résultats de cette thése sont donc organisés en deux parties qui correspondent a

I’étude du SRE lors du choc septique et lors de la chirurgie cardiaque sous CEC.
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RESULTATS
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I- Cinétique et expression des voies de I"Unfolded Protein Response

au cours du SIRS septique

Dans des modeles animaux, la PTP1B et le SRE sont impliqués dans I'inflammation
septique et la PTP1B joue un rdle important dans I'insulinorésistance induite par le sepsis.
Dans des modeles murins de sepsis, leur inhibition est associée a une diminution des
défaillances d’organes et a une amélioration de la survie. L'objectif de notre étude était 1)
d’évaluer la relation entre I'expression des génes codant la PTP1B, les protéines clés des voies
de signalisation de I'UPR, et les défaillances d’organes lors d'un choc septique chez 'Homme

et 2) de décrire leur cinétique dans les cing premiers jours du choc septique.

Nous avons mené une étude incluant des patients admis en réanimation pour un choc
septique. Des échantillons de sang total ont été prélevés les ler, 3e et 5e jour d’hospitalisation
(J1, J3 et J5) sur des tubes PaxGen® permettant de collecter les ARN circulants. La PCR
guantitative, réalisée a partir de sang total, a ainsi évalué I'expression des génes codant pour
PTP1B (PTPN1), pour des éléments clés du SRE (GRP78, ATF6, CHOP) et pour des marqueurs
liés au dysfonctionnement endothélial (ICAM-1 et ET-1). Le critere d’évaluation principal était

la corrélation entre les variations de PTPN1 et les variations du score SOFA.

Apres inclusion de 44 patients, nous avons montré une diminution significative des
expressions du PTPN1 et d’ATF6. Les cinétiques de GRP78 et CHOP sont apparues également
décroissantes bien que ces variations ne soient pas statistiquement significatives. Les
variations d'expression de PTPN1 et ATF6 étaient corrélées avec la variation du score SOFA. |
n’y avait pas de corrélation entre |I'expression de PTPN1 et l'insulinorésistance ou les différents
parameétres glycémiques. Entre J1 et J5, les variations d’expressions d’ATF6 et de PTPN1 ont
été corrélées avec celle de ET1. Nos données indiquent donc que les expressions d’ATF6 et de
PTPN1 sont plus importantes en cas de défaillances d’organes persistantes, et que les
variations de leur expression est corrélée a celle d’un marqueur de dysfonction endothéliale.
Nous montrons pour la premiére fois chez 'Homme un lien entre défaillance d’organe induite

par le sepsis et expression du SRE.
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Introduction: Protein Tyrosine Phosphatase 1B (PTP1B) and endoplasmic reticulum
stress (ERS) are involved in the septic inflammatory response. Their inhibition is
associated with improved survival in murine models of sepsis. The objective was to
describe PTP1B and ERS expression during septic shock in human.

Material and Methods: Prospective study including patients admitted to intensive
care unit (ICU) for septic shock. Blood samples were collected on days 1 (D1), 3 and
5 (D). Quantitative PCR (performed from whole blood) evaluated the expression of
genes coding for PTP1B (PTPNT) and key elements of ERS (GRP78, ATF6, CHOP) or for
endothelial dysfunction-related markers (ICAM1 and ET1). We analyzed gene variation
between D5 and D1, collected glycemic parameters, insulin resistance and organ failure
was evaluated by Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) score.

Results: We included 44 patients with a mean SAPS Il 50 4+ 16 and a mortality rate
of 13.6%. Between D1 and D5, there was a significant decrease of PTPN1T (p < 0.001)
and ATF6 (p < 0.001) expressions. Their variations of expression were correlated with
SOFA variation (PTPN1, r = 0.35, Cl 95% [0.05; 0.54], p = 0.03 and ATF6, r = 0.45 Cl
95% [0.20; 0.65], p < 0.001). We did not find any correlation between PTPNT expression
and insulin resistance or glycemic parameters. Between D1 and D5, ATF6 and PTPN1
expressions were correlated with that of ET7.

Conclusions: Our study has evaluated for the first time the expression of PTP1B and
ERS in patients with septic shock, revealing that gene expression variation of PTPNT and
ATF6 are partly correlated with the evolution of septic organ failure and with endothelial
dysfunction markers expression.

Keywords: protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 1/metabolism, endoplasmic reticulum stress, sepsis,
shock, endothelium, inflammation
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Clavier et al.

PTP1B and ERS During Septic-Shock

INTRODUCTION

Sepsis-caused multiple organ dysfunction syndrome (MODS)
remains a major cause of morbidity and mortality in intensive
care units (ICU) (1). Endothelial injury plays a major role in
the pathogenesis of organ dysfunction during sepsis: endothelial
dysfunction leads to the breakdown of the microvascular barrier
resulting in increased extravascular fluid, tissue edema and organ
failure (2, 3).

Protein Tyrosine Phosphatase 1B (PTP1B), a phosphatase
localized on the cytoplasmic side of the endoplasmic reticulum
(ER), is involved in the negative regulation of many cell pathways
such as response to insulin or endothelial nitric oxide (NO)
production (4). Our team and others recently showed that
pharmacological or genetic inhibition of PTP1B restores vascular
relaxation and endothelial NO synthase phosphorylation in
septic models, protects against cardiac inflammation and
dysfunction, and reduces mortality, suggesting its potential
interest for the development of sepsis therapies that target
endothelial injury (5, 6). The septic inflammatory process also
causes serious disturbances in the insulin signaling pathway
(7, 8). We previously demonstrated that PTP1B gene (Protein
Tyrosine Phosphatase Non-Receptor Type 1 (PTPNI)) deletion
significantly limits cecal ligation and puncture (CLP) -induced
insulin resistance, improves insulin receptor signal transduction
and reduces sepsis-induced endothelial dysfunction/impaired
NO production (9). Multiple disturbances observed during
sepsis can result in a dysfunction of the ER, leading to the
accumulation of unfolded proteins within the lumen of the ER,
known as ER stress (ERS) (10). Recent studies indicated that
PTP1B and ERS are closely interlinked: ERS induces and activates
PTPI1B in skeletal muscle via the NF-kB pathway and PTPIB
inhibition protects against ERS-induced cardiac dysfunction (11,
12). PTP1B plays a major role in the regulation of ERS in
endothelial cell, and genetic or pharmacological inhibition of
PTP1B improves endothelial dysfunction induced by ERS (13).

The defense against ERS mainly involves the unfolded
protein response (UPR). UPR is initiated by chaperone [such
as the 78 kDa Glucose Related Protein (GRP78)] binding to
unfolded peptides, which relieves the basal inhibitory signal of
signaling pathways of UPR including Protein Kinase RNA-like
ER kinase [PERK, involving CCAAT/enhancer binding protein

Abbreviations: 4BPA, 4-phenylbutyric acid; ATF6, Activating Transcription
Factor 6; CHOP, CCAAT/enhancer binding protein homologous protein; CLP,
Cecal ligation and puncture; Ct, Cycle threshold; CHOP, DNA Damage Inducible
Transcript 3 (gene coding for CHOP); DNA, Deoxyribonucleic acid; ET1,
Endothelin 1; ER, Endoplasmic reticulum; ERS, Endoplasmic reticulum stress;
GRP78, 78 kDa Glucose Related Protein; HOMA-IR, Homeostasis Model
Assessment of Insulin Resistance; GRP78, Heat Shock 70 kDa Protein 5; ICAMI,
Inter-cellular adhesion molecule 1; ICU, Intensive care units; IREL, Inositol-
Requiring Enzyme 1 alpha; LPS, Lipopolysaccharide; MODS, Multiple organ
failure; NF-kB, Nuclear Factor-Kappa B; NO, nitric oxide; PCR, Polymerase chain
reaction; PCT, Procalcitonin; PERK, Protein Kinase RNA-like ER kinase; PTP1B,
Protein Tyrosine Phosphatase 1B; PTPNI1, Protein Tyrosine Phosphatase Non-
Receptor Type 1 (gene coding for PTP1B); RNA, Ribonucleic acid; SAPS II,
Simplified Acute Physiology Score II; SDHA, Succinate dehydrogenase complex
flavoprotein subunit A; SOFA, Sequential Organ Failure Assessment; UPR,
Unfolded protein response.

homologous protein (CHOP)] and Activating Transcription
Factor 6 (ATF6) pathways (10, 14). Systemic inflammation
is associated with the activation of ERS pathways which are
strongly activated in murine models of sepsis (15-17). Treatment
with 4-phenylbutyric acid (4BPA; an ERS inhibitor) decreased
the tissue expression level of inflammatory cytokines, NF-kB
activation and reduced organ dysfunction induced by bacterial
lipopolysaccharide (LPS) (16). 4BPA also improved the mortality
rate in a murine CLP model (18). In human, ERS is activated
in the mononuclear cells of patients with acute lung injury and
is involved in acute kidney injury (16, 19). Finally, it has been
shown that ERS is associated with endothelial dysfunction and its
inhibition improves endothelium-dependent relaxing function
(13). Thus, modulation of ER stress via PTP1B inhibitors may be
a promising approach to protect the endothelium in sepsis but to
our knowledge no study has evaluated their expression in severe
infections in humans.

The objectives of our study were therefore to explore the
relationship between PTP1B and ERS gene expression and
organ failure during septic shock in humans, and to describe
their kinetics.

MATERIALS AND METHODS

Patient Population

This prospective pilot study was carried out in the medical ICU of
a tertiary care University Hospital. The study, conducted between
December 2015 and April 2016 (N°2014-A00959-38), was
approved by the ethics committee of Rouen University Hospital
(n® CPP 02/017/2014) in accordance with the ethical standards
of the Declaration of Helsinki and its later amendments.
Written consent was provided prospectively by the authorized
representatives and/or retrospectively by the patient.

Patients admitted to medical ICU with septic shock as defined
by the 2013 surviving sepsis campaign guidelines were included
(20). Exclusion criteria were age under 18 years or patient under
tutorship, pregnancy/ breastfeeding, obesity defined by a body
mass index >30 kg/m?, diabetes mellitus treated by oral and/or
insulin therapy, and patient refusal. Each patient included in the
protocol had a specific follow-up for the study during the first
5 days of their ICU stay (D1 to D5). The following parameters
were evaluated: demographic characteristics [sex, age, Simplified
Acute Physiology Score II (SAPS II)], insulin resistance
measurement using the Homeostasis Model Assessment of
Insulin Resistance score (HOMA-IR) on the first day (with
insulin dosage at D1), daily maximal or minimal capillary
glycemia, daily physiologic parameters, sepsis origin, daily
Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) score, daily
diuresis, camulative daily dose of norepinephrine and biological
parameters (lactate, procalcitonin (PCT), glycemia) at the time of
each sample.

Objectives

The main objective of this study was to search for a relationship
between whole blood PTPN1 gene (coding for PTP1B) expression
and SOFA score, by comparing the variation in PTPNI gene
expression and the variation in SOFA score calculated between
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D1 and D5 (presented as a delta-SOFA score: SOFA D5-
SOFA D1).
Secondary objectives were to study:

The link between daily PTPNI expression and insulin
resistance assessment (HOMA score) at DI, and the link
between daily PTPN1 expression and daily cumulative dose of
insulin administered, daily blood glucose variability (evaluated
via blood glucose meter), and venous glycemia at the time of
sampling at D1, D3, and D5;

The correlation between the expression of genes involved in
UPR (ATF6, CHOP, GRP78, and the variation in SOFA score;
The kinetics of PTPNI and UPR gene expression in patients
between D1 and D5;

The correlation between PTPNI and UPR gene expression
and clinical or biological markers of sepsis severity: survival,
norepinephrine infusion doses, daily diuresis, and SAPS II
at D1;

The correlation between PTPNI and UPR gene expression and
the expression of the genes involved in endothelial dysfunction
ICAMI (coding for Inter-Cellular Adhesion Molecule 1) and
ETI (coding for Endothelin 1).

Sample Collection and Analysis

In addition to the usual daily morning blood sample, a 2.5 ml
sample was drawn using PAXgene tube (Quiagen, Hilden,
Germany) in the morning at 8:00 a.m. at D1, D3, and D5. Blood
samples were kept for a maximum of 72 h in the refrigerators of
the ICU at —20°C and then were stored at —80°C until analysis.
PAXgene sampling was stopped after ICU discharge (if occurring
before D5).

Ribonucleic Acid Extraction, Reverse
Transcription, and Quantitative Polymerase

Chain Reaction
Briefly, ribonucleic acid (RNA) extraction was performed using
the commercial kit PAXgene® Blood RNA System kit (Quiagen,
Hilden, Germany) according to the manufacturer’s protocol.
Before RNA elution, residual genomic deoxyribonucleic
acid (DNA) was digested using RNase-Free DNase set
(Quiagen, Hilden, Germany). The integrity and quantity of
the total RNA were assessed with a Nanodrop 2000 device
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MS, USA). Total RNAs
were reverse transcribed into ¢cDNA using M-MLV Reverse
Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) according to
manufacturer’s instructions.

A quantitative polymerase chain reaction (qPCR) was
performed for:

The mRNA of genes coding for PTP1B (PTPNI gene) and for
proteins involved in UPR: ATF6, CHOP, GRP78;

The mRNA of genes coding for proteins associated with septic
endothelial dysfunction: ICAM1 and ET1;

The mRNA of the gene coding for succinate dehydrogenase
complex flavoprotein subunit A (SDHA). As SDHA has been
described as a pertinent housekeeping gene in humans with
sepsis and as its cycle threshold (Ct) is close to the Ct of PTP1B

and UPR genes in qPCR, it appeared as the best housekeeping
gene for our work (21).

The genes that were amplified and the primers that were used
are listed in Table 1. PCR reactions were performed on a
LightCycler 480 instrument using the Fast-StartDNA Master
SYBR Green I real-time PCR kit according to the manufacturer’s
instructions (Roche Molecular Biochemicals, Béle, Switzerland).
Thermocycling was performed in a final volume of 10 pl
(including 2.5 pl of cDNA sample at 1.67.1073 g/l diluted
at 1:10) containing 0.5 pl of each required primers at a
concentration of 10 uM. PCR was performed with an initial
denaturation step of 10 min at 95”C, followed by 40 cycles of a
touch-down PCR protocol (40 cycles at 95°C for 10s, 60°C for
10s, 72°C for 12 s and 1 melting cycle). Ct values were used for
quantifying target gene expression relative to the housekeeping
gene using the 22 method. Variation in gene expression was
defined as the ratio of gene expression between D5 and DI
(D5/D1), e.g., resulting in a ratio of 2 if the expression doubled
or a ratio of 0.5 if the expression halved at D5.

Statistical Analysis

Quantitative values are expressed as mean with standard
deviation (for demographic data) and confidence interval at 95%
(for SOFA score and gene expression). Qualitative values are
presented with absolute values and percentages. Gene expression
comparisons between D1 and D5 and correlations were carried
out after logarithmic transformation and are therefore described
in this manner in the figures. The initial (D1) and the final
(D5) levels of log transformed gene expression were compared
with a Paired Student test. Among patients with a significant
change in gene expression between D1 and D5, correlations
between variations in log transformed gene expression were

TABLE 1 | Primers used for quantitative PCR.

Gene name Sense Sequence (5-3)
SDHA Forward GAGATGTGGTGTCTCGGTCCAT
Reverse GCTGTCTCTGAAATGCCAGGCA
PTPIB Forward TGTCTGGCTGATACCTGCCTCT
Reverse ATCAGCCCCATCCGAAACTTCC
CHOP Forward TCGCCGAGCTCTGATTGAC
Reverse CCCTGCGTATGTGGGATTGAG
ATF6 Forward CCGCAGAAGGGGAGACACA
Reverse TCGGAGGTAAGGAGGAACTGACG
GRP78 Forward CGAGGAGGAGGACAAGAAGG
Reverse CACCTTGAACGGCAAGAACT
ET1 Forward GCCCTCCAGAGAGCGTTATG
Reverse AGACAGGCCCCGAAGGTCT
ICAM1 Forward GGCCGGCCAGCTTATACAC
Reverse TAGACACTTGAGCTCGGGCA

ATF6, Activating Transcription Factor 6; CHOR DNA Damage Inducible Transcript
3; ET1, Endothelin 1; GRP78, Heat Shock 70 kDa Protein 5; ICAMT, Inter-Cellular
Achesion Molecule 1; PTPN1, Protein Tyrosine Phosphatase Non-Receptor Type 1;
SDHA, succinate dshydrogenase complex flavaprotein subunit A.
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computed with the Pearson method, 95% confidence intervals
were calculated with the Bootstrap method. Missing data were
managed for the correlation analysis, the last-observation-
carried-forward method was used when needed (when D5 values
were missing, D3 values replaced it). The significance level was
0.05 for all the tests performed. All calculations and statistical
analyses were conducted on R 3.4.2 statistical software.

RESULTS

Clinical and Demographic Characteristics

of Population

Forty-four patients with septic shock were included in this study.
Diagnoses at admission were: pneumonia (n = 26, 59%), urinary-
tract infection (n = 10, 23%), intra-abdominal infection (n =
4, 9%), other (n = 4, 9%). Due to technical problems (RNA
extraction difficulties) or lack of genetic material after extraction,
some samples could not be analyzed. Four patients had no sample
measurement on D1 and therefore could not be analyzed in
regard to the main objective. In addition, some patients were
discharged from ICU before D3 or before D5. Thus, of the 40
patients remaining on whom the analysis was conducted, 30 had
all measurements at D1, D3, and D5, 4 had a measurement at
D1 and D5 only and 6 had a measurement at D1 and D3 only.

The study flow chart is presented in Figure 1. Between D1 and
D5, there was a significant decrease in SOFA score (cf. Figure 2).
The main demographic and clinical characteristics of patients are
summarized in Table 2, the leucocyte cell count at each sampling
time are summarized in Table 3.

PTP1B Gene Expression

There was a statistically significant decrease in PTPN1 expression
between DI and D5 (¢f. Figure3A). Concerning glycemic
function, we did not find any statistically significant correlation
between HOMA-IR and PTPNI expression at D1, or any
correlation between PTPN1 expression and daily dose of insulin,
daily blood glucose variability and maximum daily blood glucose
peak from D1 to D5 (cf. Table4). No statistically significant
correlation was observed between PTPNI expression and diuresis
or cumulative daily dose of norepinephrine. There was no
significant difference in PTPN1 DI1-D5 expression variations
between deceased and surviving patients (cf. Table 5).

Endothelial Dysfunction Markers and UPR

Gene Expression Kinetics

Between D1 and D5, there was a significant decrease in
ET1 expression (cf. Figure 3B), and the expression of ICAMI
appeared to decrease gradually although no significant difference

44 patients included

40 patients analyzed at D1

4 missing data at D1

1 patient discharged from

ICU before D3

¥

36 /40 patients analyzed at D3

3 missing data at D3

3 patients discharged from

ICU between D1 and D5

]
3 missing data at D5

34 / 40 patients analyzed at D5

FIGURE 1 | Flow-chart of the studly.
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SOFA Score

n=40 n=36 n=34
T T T
D1 D3 D5
Days

FIGURE 2 | Evolution in SOFA score during intensive care unit stay. Values are
expressed as mean with 95% confidence interval. Numbers (n) correspond to

the number of patients still alive and in ICU at each time. **p < 0.001
between D1 and D5. SOFA, Sequential Organ Failure Assessment.

TABLE 2 | Main demographic and clinical characteristics of included patients.

Age (years) 65+ 15
Sex-ratio (M/F) 2.7 (32/12)
SAPS I 50+ 16
Length of stay in ICU (days) 11+£9
Mechanical ventilation 24 (54.5%)
Mortality at D28 6(13.6%)

Data are presented as mean with standard deviation or absolute value and percentage [n
(%)]. SAPS Il, Simplified Acute Physiology Score Il

was found (cf. Figure3C). Between D1 and D5, there was
a significant decrease in ATF6 expression (cf. Figure 3D),
GRP78 expression appeared to decrease gradually although no
significant difference was found (cf. Figure 3E) and CHOP
expression was stable over time (cf. Figure 3F).

No statistically significant correlation was observed between
ATF6 expression and daily diuresis or cumulative daily dose
of norepinephrine. There was no significant difference in ATF6
and ETI DI-D5 expression variations between deceased and
surviving patients (cf. Table 5).

Correlation Between PTPN1 and ATF6

Expressions and SOFA Score or Survival
Between D1 and D5, variations in PTPN1I expression and SOFA
score were positively correlated (r = 0.35, CI 95% [0.05; 0.54];
p = 0.03; ¢f. Figure 4); PTPN1 expression increased by 7% (CI
95% [1%; 14%]) per point of SOFA. PTPNI expression ratio was
correlated with ET1 (r = 0.31 CI 95% [0.09; 0.52], p = 0.008;
cf. Figure 5).

TABLE 3 | Leucocyte cell count at each sampling time.

Day 1 Day 3 Day 5
Leucocytes (G/l) 19.7 £12.3 16.2+9.0 125+ 115
Neutrophils 17.6 £11.6 (89.2%) 13.4 +£8.2 (88.0%) 10.2 + 8.8(81.8%)
granulocytes (G/I)
Eosinophils 0.1+£01(0.5%) 01+02(0.7%) 02+0.2(1.3%
granulocytes (G/I)
Basophils 0.0 £ 0.0 (0%) 0.0 £ 0.0 (0%) 0.0 £ 0.0 (0%)

granulocytes (G/I)
Lymphocytes (G/])
Monocytes (GA)

1.1 £0.9 (5.6%)
0.9+0.7 (4.7%)

0.9 £0.9 (6.0%)
0.8 £0.5 (5.3%)

1.1+ 0.7 (8.6%
1.0+ 0.9(8.3%

Data are presented as mean with stanadard deviation, in brackets are the proportions of
each population to the total number of leukocytes.

Between D1 and D5, variations in ATF6 expression and SOFA
score were positively correlated (r = 0.45 CI 95% [0.20; 0.65], p <
0.001); ATF6 expression increased by 9% (CI 95% [3%; 15%]) per
point of SOFA. Between D1 and D5, ATF6 expression was also
positively correlated with ET1 (r = 0.45 CI 95% [0.19; 0.65], p <
0.001) and with PTPNI (r = 0.37 CI 95% [0.07; 0.62], p = 0.02;
cf. Figure 5).

DISCUSSION

In regard to recent literature, our finding that PTPNI and UPR
genes are expressed in the plasma of patients with septic shock
and that their expression shows significant variations suggests
that these components may be involved in the pathophysiology
of sepsis. To our knowledge, PTP1B and UPR have never been
studied in patients with septic shock. We found that the variation
in PTPNI expression between D1 and D5 was significantly
positively correlated with the variation in SOFA score (as was
ATF6 expression). Additionally, PTPNI and ATF6 expressions
were correlated with ET1 which codes for a protein associated
with septic endothelial dysfunction.

PTP1B Gene Expression

PTP1B is implicated in a wide range of cellular functions. PTP1B
has a prominent role in the metabolism, through the regulation of
insulin signaling, leading to the development of PTP1B inhibitors
for the treatment of type 2 diabetes or obesity. However, the
role of PTPIB in regulating immune signaling is also emerging
in infectious diseases (22). Recently, it has been demonstrated
that, in a P. aeruginosa infection model, PTP1B-deficient mice
displayed enhanced bacterial clearance and reduced disease
scores, suggesting that PTP1B might have a deleterious role in
the host defense against bacterial infections (23). Moreover, it
has been shown that, in a rat model of sepsis, PTP1B induced
brain mitochondrial dysfunction associated with overproduction
of reactive oxygen species (24). In animal models, genetic
or pharmacological inhibition of PTP1B enhanced endothelial
cell proliferation and NO production, and could also reverse
septic endothelial dysfunction (5, 6, 9, 25). We have shown
a correlation between variations in SOFA score and PTPNI
expression. However, the design of our work does not allow us
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FIGURE 3 | Kinetics of gene expression. Gene expression of PTPN1 (A), ET1 (B), ICAM1 (C), ATF6 (D), GRP78 (E), and CHOP (F) are presented after logarithmic
transformation as mean with 95% confidence interval. The numbers (n) cormrespond to the number of patients still alive and in ICU at each time. *p < 0.05 between D1
and D5; **p <0.001 between D1 and D5. ATF6, Activating Transcription Factor 6; CHOP, DNA Damage Inducible Transcript 3; ET1, endothelin 1; GRP78, Heat
Shock 70 kDa Protein 5; ICAM1, inter-cellular adhesion molecule 1; PTPN1, Protein Tyrosine Phosphatase Non-Receptor Type 1.

to establish a causal link between organ failure assessed by SOFA
score and PTPNI expression. We did not find any link between
markers of initial severity (SAPS IT) and PTPN1 expression at D1.
It is possible that, in view of the delay between gene expression
and effective protein synthesis, organ failure at one time may be
related to the expression of PTPNI in the previous hours, which
would explain the correlation found for the global variation in
organ failure but not for failure at a given time.

Inflammation can directly contribute to insulin resistance
by disrupting the insulin signaling pathway, in part via PTP1B
activation. In a previous experimental study, we demonstrated
that PTP1B gene deletion significantly limited CLP-induced
insulin resistance, improved AMP-activated protein Kkinase
signaling pathway and Glucose Transporter 4 translocation,
and decreased inflammation (9). In the present work, we did
not find any link between PTPNI levels and HOMA-IR index,
glycemia, glycemia variation or insulin consumption. A previous
work described a strong correlation between insulin resistance
evaluated through HOMA-IR index and plasma PTPIB level in
a population of patients with polycystic ovarian syndrome (26).

Moreover, PTP1B inhibition significantly decreased HOMA-IR
index in obese and diabetic mice suggesting a direct link between
PTP1B level and HOMA-IR (27). There are two reports on the
use of HOMA-IR index in ICU patients but both studies have
limitations with great variance and the use of HOMA-IR is
controversial in ICU (28, 29). In our work, the conditions for
measuring insulin levels using HOMA-IR were not standardized
for insulin treatment at the time of sampling. In regard to
this strong bias, to the results of previous study on the link
between PTP1B and insulin resistance, and to controversies
on the efficiency of HOMA-IR to assess insulin resistance in
ICU patients, we should be cautious and not conclude the
absence of a link between PTP1B levels and insulin resistance in
septic patients.

UPR Gene Expression

We have shown a correlation between variations in SOFA
score and ATF6 expression. ATF6 upregulates many protective
genes and downregulates many potentially damaging genes
(30, 31). Previous studies have shown that ATF6 activation
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TABLE 4 | Insulin resistance score, glycemic parameters, and their correlation
with PTPN1 expression during ICU stay.

Day 1 Day 3 Day 5

HOMA-IR 47+45 ND ND

[0.03 (—0.32; 0.46)]
Daily dose of 75+21.6 134 +£27.9[0.06 14.1£25.0
insulin (Ul/day)  [0.18 (—0.10; 0.39)] (—0.14; 0.33)] [0.13 (-0.15; 0.32)]
Daily blood 39+34 26+19 27+28
glucose [0.23 (—0.09; 0.50)] [-0.02 (—0.36; 0.32)] [0.24 (—0.15; 0.47)]
varability (blood
glucose meters;
max-min)
(mmol/l)
Venous glycemia 80+31 78+20 6.9+21
at the time of [0.07 (—0.20; 0.34)] [-0.11 (—0.40; 0.19)] [0.20 (—0.16;0.51)]
sampling
(mmol/f)

Data are presented as mean with standard deviation. In brackets are the comelation
coefficients of each value with PTPNT expression of the coamresponding day and its
95% confidence interval. HOMA-IR: homeostasis model assessment of insulin resistance
score; ND, not dong; PTPNT1, Protein Tyrosine Phosphatase Non-Receptor Type 1.

TABLE 5 | Comparison of gene expression variations between deceased and
surviving patients.

Surviving patients Deceased patients P
(n =35 (h=6)

SAPSII 48+ 15 64 +7 0.01
Age (years) 65+ 15 61+ 14 0.41
Delta-SOFA score -32+3 —18+4 0.56
PTPNT expression —0.49+£0.70 -0.36 £0.49 0.42
varation

ET1 expression —-067+£15 0.21 +£1.9 0.36
variation

ATF6 expression —0.46 £0.60 —0.14 £0.65 0.25
varation

Only genes that had a significant varation of expression between D1 and D5 are
presented. Data are presented as mean with standard deviation. Gene expression
vanations are presented after logarithmic transformation (log(ratioD5/D1)) and vaniations
in SOFA are presented as a delta-SOFA score (= SOFA D5-SOFA D1). ATF6, Activating
Transcription Factor 6; ET1, endothelin 1; PTPN1, Protein Tyrosine Phosphatase Non-
Receptor Type 1; SAPS I, Simpiified Acute Physiology Score Il; SOFA, Sequential Organ
Failure Assessment.

in cardiac myocytes protects the heart from ischemic damage,
while inhibiting ATF6 has the opposite effect (32). Since ATF6
is activated by ischemia but inactivated upon reperfusion, we
could consider that organ ischemia related to the disequilibrium
of the oxygen consumption/supply balance during sepsis is
associated with the expression of ATF6 (32). The improvement
in organ dysfunction could be associated with a decrease in ATF6
linked to organ reperfusion. We did not show any significant
variation in the other two UPR genes studied. GRP78 seemed
to decrease during the first 5 days and it is possible that a
lack of power prevented us from showing a significant decrease.
It is also possible that, among UPR pathways, ATF6 is the
most intensely involved pathway during sepsis but additional
experiments should be carried out to study this hypothesis before
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FIGURE 4 | Correlation between variations in PTPNT expression and SOFA
score. PTPN1 expression variation is presented after logarithmic
transformation [log(ratioD5/D1)] and variations in SOFA are presented as a
delta-SOFA score (= SOFA D5-SOFA D1), showing a decrease of PTPN1
expression when the SOFA decrease between D1 and D5. The points
highlighted in green comrespond to the patients for whom the results of D3
have been taken into account. PTPN1, Protein Tyrosine Phosphatase
Non-Receptor Type 1; SOFA, Sequential Organ Failure Assessment.

drawing any conclusion. Previous studies have shown a beneficial
effect of ERS inhibition on survival and MODS, which suggest the
involvement of ERS in critical illness-induced MODS (16, 18, 33).
Finally, expression of ATF6, PTPN1, and ET1 tended to decrease
more in surviving patients than in deceased patients (although
this variation did not appear significant). However, this work was
not designed to reveal a difference in mortality according to gene
expression variations, but future work should analyze this point.

PTP1B/UPR Gene Expression and
Endothelial Dysfunction

Endothelial dysfunction is considered as a precursor of tissue
damage and end-organ dysfunction (34, 35). It has been
shown that ET1 levels are significantly higher in non-survivors
than in survivors and are correlated with organ dysfunction
and mortality (2, 36, 37). We found that a variation in
PTPNI expression was correlated with a variation in ETI
expression. PTP1B is involved in endothelial dysfunction and
it is known that PTPIB inhibition reduces sepsis-induced
endothelial dysfunction and impaired NO production (9). There
is no work studying the link between ET1 and PTPIB but,
more than a direct link between these two markers, since
ET1 is a marker of septic endothelial lesion, it is likely that
the observed correlation could reflect the relationship between
PTPNI expression and septic endothelial dysfunction. As it has
been demonstrated that LPS-induced ETI expression occurs
via an NF-kB-dependent pathway and, as ERS induces NF-
kB, we can hypothesize that the correlation between ATF6 and
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ETI1 expression involves, at least in part, the NF-kB pathway
(16, 38). ERS induces endothelial dysfunction in vivo and we
found that the variation in ATF6 expression was correlated with
the variation in endothelial dysfunction marker. We can thus
hypothesize that ERS may be one of the numerous triggering
factors of endothelial dysfunction during sepsis in human (13,
39). Finally, we found no significant difference for ATF6, ETI,
and PTPNI variations between surviving and deceased groups.
However, given the very small size of our cohort with only 6
deaths, it seems difficult to definitely conclude that there is no
association between mortality and expression of these genes.

Limitations

Our work has several major limitations. It is a pilot physiologic
study with a limited number of patients without a control group.
We included patients with several infectious sources while related
animal studies were conducted in standardized models. It is thus
possible that PTPN1 and UPR genes have different expressions
and kinetics depending on the kind of infection but, given the
limited number of patients, it did not appear reasonable to
compare patients according to their infectious source. We used
the criteria of the 2013 surviving sepsis campaign to include
patients. This work was designed before the change in sepsis
diagnostic criteria, which explains why SEPSIS-3 criteria were not
used here. Our mortality rate was quite low for a cohort of septic
shock patients but it remained within the low mortality rates
described in some recent works (15-20%) (40, 41). In addition,
we have included many urinary sepsis whose prognosis is much
better than sepsis from other sources (42). These combined
factors probably explain the low mortality rate observed.

Our work focused on gene expression in the whole blood but
we did not perform a direct protein assay. It is known that, in
human muscle, PTPNI expression is related to PTP1B protein
level and that the increase in ATF6 mRNA in peripheral blood
mononuclear cells is correlated with ATF6 protein synthesis

(43, 44). These data suggest that, for PTP1B and ATF6, gene
expression is a good indicator of protein synthesis in humans.
This work was conducted in ICU patients with a limited access to
tissue, and with the logistical necessity of taking samples during
several days (including weekends and/or on-call periods). As
most of the proteins studied in our work cannot be measured
in blood without complex cell isolation techniques, RNA
quantification appeared to be the best compromise. However,
it seems important to consider a future work measuring ERS
proteins and ERS gene expression at the same time points in
septic patients to better specify their correlation in this specific
population. As the RNA expression on whole blood measured
using the Paxgen tubes is strongly correlated with the RNA
expression in circulating leucocytes, we can assume that we
detected variations in leucocyte gene expression (45). As it is
known that UPR play a crucial role in immune cells, including
differentiation, immune activation, antibody production and
cytokine expression, it seemed relevant to study the leucocyte
expression of UPR genes (46, 47). However, we may have missed
a potentially greater variation in gene expression in tissues and
organs, as observed in animal models (16, 18, 33). It is also
important to note that several studies have focused on the interest
of a genomic approach to classify sepsis according to its severity
or prognosis (48-50). These genotypic studies have so far failed
to adequately discriminate sepsis from non-septic inflammatory
syndrome and have shown no link between organ failure or
clinical evolution and genomic expression profile. Recent data
suggest that, at the level ofleucocyte transcriptome, alterations in
the expression of classical inflammatory and anti-inflammatory
as well as adaptive immunity genes occur simultaneously, not
sequentially after severe injury (49). Thus, variations of many
genes during septic shock shifts in a same manner over time
(up- or down-regulation), and it appears difficult to analyze the
impact of a specific gene expression variation independently of
others. The genomic study during sepsis therefore remains an
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analysis with clear limitations, limiting the final interpretation of
our results. Given the existence of several open genomic datasets
performed in whole blood of septic patients which come from
genome wide association studies, it also appears interesting to
consider a future work on these database to analyze all the
genes involved in endothelial dysfunction, PTP1B regulation and
ERS (48).

CONCLUSION

We have described for the first time PTPIB and ERS
expression in patients with septic shock. We have shown
that PTP1B and ATF6 might be correlated with organ failure
(SOFA score) and endothelial dysfunction (ETI1 expression).
The recent identification of PTPIB as a novel negative
regulator of host defense against sepsis may have potential
therapeutic implications. However, further studies are needed
to better understand PTPIB and ERS implication during
sepsis in humans.
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lI- Cinétique et expression des voies de I"Unfolded Protein Response

au cours du SIRS aseptique (chirurgie cardiaque sous CEC)

Aprés étude du SRE et de I’'UPR au cours du sepsis, nous avons souhaité analyser la
cinétique du SRE a I'aide d’un modele permettant de dater le trigger du stress inflammatoire :
la chirurgie cardiaque sous CEC. L'objectif principal de ce travail était d’analyser les taux
circulants de GRP78, chaperonne effectrice finale et produit de I'UPR, en post-opératoire de

chirurgie cardiaque.

Nous avons mené une étude prospective incluant des patients bénéficiant d'une
chirurgie cardiaque sous CEC. Les échantillons sanguins ont été prélevés avant la CEC, 2h et
24h aprés la CEC. Nous avons combiné une analyse de I'expression des ARNm circulants
codant pour les génes clés de I'UPR (ATF6, CHOP, HSPA5 [heat shock 70 kDa protein 5, codant
la GRP78], sXBP1, ATF4) et un dosage ELISA de la GRP78, et de marqueurs de dysfonction
endothéliale (Syndecan-1 et VCAM1) ou d’inflammation (IL-6). Le critére d’évaluation

principal était la variation de la GRP78 dans les 24h post-CEC.

Aprés inclusion de 46 patients, nous avons montré que les taux plasmatiques de GRP78
diminuaient significativement a H2 pour revenir a leurs niveaux de base a H24. En paralléle,
tous les genes impliqués dans I’'UPR voyaient leur expression significativement augmentée a
H2 et a H24 (sauf ATF4 donc I'expression redescendait a H24). Il n’existait pas de corrélation
entre variation de la GRP78 et variations des marqueurs de dysfonction endothéliale et
d’inflammation. Pour les patients sans défaillance d’organe a H24, les taux de GRP78
revenaient a leurs taux pré-opératoires, alors que les taux de GRP78 restaient inférieurs a
leurs niveaux de base pour les patients présentant une défaillance d’organe a H24 (toujours
ventilé et/ou sous catécholamines et/ou ayant une insuffisance rénale aigie). De méme, les
patients avec défaillance persistante avaient une expression moindre des génes ATF6 et CHOP
a H24 comparativement aux patients sans défaillance. Nos données suggérent donc qu’une
réponse UPR « forte » (expression génique importante) et efficace (synthése de GRP78) est
associée a I'absence de défaillance d’organe au cours du SIRS post chirurgie cardiaque sous
CEC. Il ne s’agit bien entendu que d’une association et d'autres études sont nécessaires pour

mieux comprendre l'implication du SRE dans la défaillance aiglie d’organe chez I'Homme.
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Abstract

Introduction: Endoplasmic reticulum stress (ERS) is involved in septic response/organ failure
but is not described in aseptic acute inflammation in human. The objective was to describe ERS

expression and kinetics during cardiac surgery with cardiopulmonary bypass (CPB).

Material and Methods: Prospective study including patients benefiting of cardiac surgery with
CPB. Samples were taken before (Pre-CPB) or 2h (H2-CPB) and 24h (H24-CPB) after CPB.
Plasma Syndecan-1, Vascular-Cell Adhesion Protein-1 (VCAM-1), interleukin (IL)-6 and 78-
kDa Glucose-Related Protein (GRP78, final effector of ERS), were evaluated by ELISA. The
expression of genes coding for key elements of ERS (HSPA5, ATF6, ATF4, sXBP1, CHOP)
was evaluated by quantitative PCR. The main objective was to study the variation of GRP78.

Results: We included 46 patients, GRP78 significantly decreased at H2-CPB (1328[878-1730]
ng/ml vs. 2348[1655-3730] ng/ml before CPB; p<0.001) but returned to basal levels at H24-
CPB (2068[1436-3005] ng/ml). Plasma GRP78 levels in patients with persistent organ failure
(OF) at H24-CPB (n=10) remained significantly below Pre-CPB levels (-27.6[-51.5;-24.2]%)
compared to patients without OF (n=36) in whom GRP78 levels returned to basal levels (0.6[-
28.0;26.6]%; p<0.01). H24-CPB ATF6 and CHOP relative expressions were lower in patients
with persistent OF than in patients without OF (2.3 [1.3-3.1] vs. 3.0 [2.7-3.7], p<0.05 and 1.3
[0.9-2.0] vs. 2.2 [1.7-2.9], p <0.05, respectively). There was no correlation between GRP78
variation and Syndecan-1, VCAM-1, or IL-6 variations. All the genes involved in ERS
increased their expression at H2 and H24 (except for ATF4 which returned to basal expression
at H24).

Conclusions: We describe that the plasma GRP78 decreased at the initial phase of CPB-
induced inflammation and that low relative GRP78 levels and UPR’s genes expression
appeared associated with persistent postoperative OF. Further studies are needed to understand

ERS implication during acute organ failure in humans.

Keywords: Bypass, Cardiopulmonary; Thoracic Surgery; Endoplasmic Reticulum Stress;

Endothelium; Inflammation; GRP78 protein, human.
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Introduction

Cardio-pulmonary bypass (CPB) is routinely used throughout the world during open-
heart surgery. This procedure induces a sterile systemic inflammatory response syndrome
(SIRS) associated with post-operative morbidity [1-3]. Numerous inflammatory molecules
(such a interleukin (IL)-6, IL-8, or tumor necrosis factor (TNF)-a are released and activate
cellular response leading to systemic inflammation, increased vascular permeability and
thrombosis [4]. When severe, this phenomenon might lead to systemic hypotension and organ
dysfunction, a situation referred to as “post-pump syndrome” [5]. Given the association
between elevated pro-inflammatory cytokine levels and adverse clinical outcomes (post-
operative acute kidney injury (AKI), decreased systemic vascular resistance and reduced lung
function), it has been postulated that modulation of inflammatory processes could improve
outcomes [2,6]. Despite a better knowledge of CPB-induced SIRS pathophysiology, specific
therapeutics are still lacking.

Endoplasmic reticulum (ER) stress and its adaptive response, the unfolded protein
response (UPR), represent an archetypal example of the adaptive stress responses. The ER plays
a crucial role in protein folding and maturation. This folding process is finely regulated, notably
by specific proteins known as chaperones, such as the 78 kDa Glucose-Related Protein (GRP78,
a heat-shock protein), which stimulates the correct folding of polypeptide to functional protein
complexes [7]. Multiple disturbances observed during inflammation can result in a dysfunction
of the ER, leading to the accumulation of unfolded proteins within the lumen of the ER, known
as ER stress (ERS) [7,8]. The defense against ERS mainly involves the unfolded protein
response (UPR) which relies on three signaling pathways: Inositol-Requiring Protein-1 alpha
pathway (IREla, involving the spliced ribonucleic acid (RNA) of X-box binding protein 1
(sXBP1)), Protein Kinase RNA-like ER kinase pathway (PERK, involving CCAAT/enhancer
binding protein homologous protein (CHOP) and Activating Transcription Factor 4 (ATF4))
and Activating Transcription Factor 6 (ATF6) pathway [7]. One of the roles of the UPR is to
lead the synthesis of new chaperones to allow protein folding (e.g. GRP78, a final effector of

UPR). However, if the ERS is severe and prolonged, UPR can lead to cell death by apoptosis
[9].

Cellular dysfunction, hallmarked by ERS, is increasingly recognized as an important

contributor to the development of organ failure in critical illness, and in particular during
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systemic inflammation [7,10]. ERS is associated with endothelial dysfunction and its inhibition
improves endothelium-dependent relaxing function [11]. In experimental sepsis, a treatment
with 4-phenylbutyric acid (4BPA; a chemical chaperone which inhibits ERS) decreases the
tissue expression level of inflammatory cytokines, reduces organ dysfunction and improves
mortality [12,13]. In human, ERS is activated in the mononuclear cells of patients with septic
acute lung injury, is involved in AKI and its expression is partly correlated with organ failure
in patients with septic shock [10,12,14]. A recent work has shown the feasibility of the non-
invasive detection of the ER stress response in urine in patients undergoing cardiac surgery
under CPB and indicates that an early and robust adaptive UPR is critical for endogenous
protection to acute renal failure [15].

Inhibition of ERS has already been investigated in humans and recent work has shown
that its inhibition decreases glucose-induced endothelial dysfunction, however data describing
UPR pathways after cardiac surgery and CPB are lacking [16-18]. We designed this study to
describe the kinetic of UPR markers and to evaluate the link between UPR expression and organ

failure in patients that underwent elective cardiac surgery with CPB
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Material and Methods

Study design

This prospective pilot study took place in the cardiac surgery ICU of a tertiary care
University Hospital. The study, conducted between July 2018 and April 2019
(N°2017/179/HP), was approved by the ethics committee Sud-Méditerrannée Il (n® CPP 2017-
A03375-48)and was performed in accordance with french laws and with the ethical standards

laid down in the Declaration of Helsinki and its later amendments [19].

Inclusion and exclusion criteria

Adult patients who underwent cardiac surgery with an estimated duration of CPB
greater than one hour were eligible to enter the study. Eligible patients were approached, and

written informed consent was obtained prior to inclusion.

Exclusion criteria were: age under 18 y/o or patient under tutorship, pregnancy/
breastfeeding, urgent surgery, predictable CPB of less than one hour (single or double coronary
artery bypass grafting (CABG) or aortic valve replacement (VR)), surgery without sternotomy,
a history of altered left ventricular systolic function (LVEF < 30%), chronic autoimmune

inflammatory disease, neoplasia and patient refusal.

Objectives
Primary outcome

The main objective was to study the variation of GRP78 between before CPB (Pre-CPB)
and 2 and 24 hours after the end of CPB (H2-CPB and H24-CPB, respectively) by quantitative

polymerase chain reaction (PCR) and enzyme linked immunosorbent assay (ELISA).
Secondary outcomes

The secondary objectives were to study:
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- the kinetics of UPR’s pathways’ genes (ATF6, ATF4, CHOP and sXBP1) expressions
in circulating cells after CPB;

- the associations of GRP78 level variations and endothelial dysfunction markers
(Syndecan-1, Vascular Cell Adhesion Protein 1 (VCAM-1)), or inflammatory cytokine (IL-6)

variations;

- the association between plasma GRP78 variations or UPR’s genes’ expression and
persistent organ failure at H24-CPB (defined as presence at H24-CPB of: invasive mechanical
ventilation and/or acute renal failure (Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO)

score > 1) and/or hemodynamic failure requiring catecholamines);

Sample collection and analysis
Surgical procedure

Anesthetic induction included an intravenous (V) hypnotic (propofol or etomidate), an
IV opioid (sufentanil or remifentanil) and an IV curare (cisatracrium) for orotracheal intubation.
Administration of ketamine and corticosteroids was at the discretion of the anesthesiologist.
After induction, the anesthesia was maintained with propofol and continuous infusion of
opioids. CPB was initiated with a heparinized solution after sternotomy, pericardotomy, and
drainage of the right atrium through one or two cannulas. Oxygenated blood was re-injected
into the arterial circulation through a cannula inserted into the aorta downstream of aortic
clamping. The heart was stopped by infusion of a cold, potassium-rich cardioplegia solution
(potassium and beta-blockers cardioplegia or Custodiol© cardioplegia). The CPB circuit,
typically included filters, a thermal device to maintain blood temperature at the desired level
(36 to 37°C) and an oxygenator. During surgery, mean blood pressure was maintained between
55 and 70 mmHg. At the end of the procedure, the heart chambers were purged, the aorta was
declamped and the heart reperfused. Once an effective spontaneous heart rhythm was obtained,
the CPB was stopped and the cannulas were removed. Circulating heparin was neutralized with
protamine. Vasoconstrictors or inotropic agents, fluids and transfusion products were
administered at the discretion of the anesthesiologist based on clinical, echocardiographic and
biological findings. Patients were transferred to post-operative cardiac ICU and monitored

hourly for the first 24 hours and then every 3 hours for the remaining period of the ICU stay.
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For each patient, baseline pre-operative characteristics were evaluated (sex, age, body
mass index). The data relevant to the undertaken surgical procedure (type of surgery,
surgery/CPB length) and the ICU stay (Simplified Acute Physiology Score (SAPS) II, use of

catecholamine, length of mechanical ventilation, ICU length of stay were collected.

Blood sampling

All samples were collected using standard hygiene precautions from patients’ arterial
line. The Pre-CPB sample was taken after induction and before incision, just after the arterial
catheter was placed, the H2-CPB and H24-CPB samples were taken 2 and 24 hours after the
end of CPB, respectively. At each timing, one PAXgene® tube (allowing the conservation of
circulating blood cells ribonucleic acid (RNA); Quiagen, Hilden, Germany; 2.5 ml of blood)
and one EDTA tube (4 ml of blood) were collected. The EDTA tube was immediately
centrifuged at 3000g for 15 min and plasma was aliquoted in microtubes. Samples were kept
for a maximum of 7 days in the freezer of the ICU at -20°C and then were stored at -80°C until

final analysis.

Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

Plasma GRP78 concentrations were determined using the commercial kit GRP78/BiP
ADI-900-214 (Enzo Life Sciences, France) according to the manufacturer's protocol. After
preliminary analyses, a dilution of our samples to 1:10 was chosen for optimized results. Other
proteins concentrations were determined using the Thermo Fisher Scientific (MA, USA)
commercials kits IL-6 (ref. EH2IL6), Syndecan-1 (ref. EHSDC1) and VCAM-1 (ref.

KHTO0601) according to the manufacturer's protocol.

Ribonucleic acid extraction, reverse transcription and quantitative polymerase chain

reaction

Briefly, RNA extraction was performed using the commercial kit PAXgene® Blood

RNA System kit (Quiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s protocol. Before

84



RNA elution, residual genomic deoxyribonucleic acid (DNA) was digested using RNase-Free
DNase set (Quiagen, Hilden, Germany). The integrity and quantity of the total RNA were
assessed with a Nanodrop 2000 device (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MS, USA). Total
RNAs were reverse transcribed into cDNA using M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen,

Carlsbad, CA, USA) according to manufacturer’s instructions.

A quantitative polymerase chain reaction (QPCR) was performed for:

- The mRNA of genes coding for proteins involved in UPR: HSPA5, ATF6, ATF4,
sXBP1, CHOP;

- The mRNA of the gene coding for succinate dehydrogenase complex flavoprotein
subunit A (SDHA). As SDHA has been described as a pertinent housekeeping gene
in humans with inflammation and as its cycle threshold (Ct) is close to the Ct of
PTP1B and UPR genes in qPCR, it appeared as the best housekeeping gene for our
work [20].

The genes that were amplified and the primers that were used are listed in Table 1.
Quantitative PCR was performed using the Quantstudio 12K Flex system (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) according to the manufacturer's instructions. The 384-well PCR plates
were prepared with 1.2 pL of cDNA (16.7 ng/pL) diluted at 1:10 and 3.81 pL of reaction mix.
The reaction mix contained the sense and antisense primers at a concentration of 300nM (0.02
pL x2), Fast Sybr Master mix (2.50 pL) and water DNase and RNase free (1.27uL). The final
volume was 5L per well. Samples were deposited using the Bravo Automated Liquid Handling
Platform pipetting robot (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). The analysis included
a first activation step for 20 seconds and then 40 amplification cycles consisting of a new
activation phase at 95°C for 1 second followed by an elongation phase at 60°C for 20 sec. Ct
values were used for quantifying target gene expression relative to the housekeeping gene using

the 2722% method.
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Table 1: Primers used for quantitative PCR.

Gene name Sense Sequence (5'-3")

SDHA Forward GAGATGTGGTGTCTCGGTCCAT

Reverse GCTGTCTCTGAAATGCCAGGCA

ATF4 Forward GTTCTCCAGCGACAAGGCTA
Reverse ATCCTGCTTGCTGTTGTTGG
CHOP Forward TCGCCGAGCTCTGATTGAC
Reverse CCCTGCGTATGTGGGATTGAG
sXBP1 Forward TGCTGAGTCCGCAGCAGGTG
Reverse GCTGGCAGGCTCTGGGGAAG
ATF6 Forward CCGCAGAAGGGGAGACACA

Reverse TCGGAGGTAAGGAGGAACTGACG

HSPAS Forward CGAGGAGGAGGACAAGAAGG

Reverse CACCTTGAACGGCAAGAACT

ATF4/6: Activating Transcription Factor 4/6; CHOP : CCAAT/enhancer binding protein
homologous protein; HSPAS5: Heat Shock 70kDa Protein 5; PTPN1, Protein Tyrosine
Phosphatase Non-Receptor Type 1; SDHA: succinate dehydrogenase complex flavoprotein
subunit A ; sXBPL1 : spliced X-box binding protein 1.

Statistical analysis

In view of a previous work studying ERS expression during septic SIRS, we considered
that it was necessary to include at least 45 patients to find a variation in GRP78 plasma level
after CPB [10]. Comparisons between distributions of quantitative criteria between two samples
were made using the nonparametric Wilcoxon test for matched series, with each subject taken
as its own control. For groups comparison, the quantitative variables were compared using a
Mann-Whitney test or a Student's test depending on the distribution of the data. The Pearson
correlation test was used to assess the association between two variables. Quantitative values

are expressed as median with interquartile range, qualitative values are presented as absolute
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values with percentages. All tests were two-sided, the significance level was 0.05 for all the
tests performed. All calculations and statistical analyses were conducted on R 3.4.2 statistical

software.
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Results

Clinical and demographic characteristics of population

Forty-six patients were enrolled between July 2018 and April 2019, Baseline and peri-
operative characteristics of included patients are detailed in Table 2. No patients had died at
D28.

Table 2: Main demographic and clinical characteristics of patients.

Demographic characteristics

Number of patients 46
Age (years) 70.5 [63.5-75.7]
Sex-ratio (M/F) 3.6 (36/10)
Body Mass Index (kg/m2) 28.1 [25.7-30.5]
Length of stay in hospital (days) 13 [9-17]
Surgical characteristics
Type of surgery: 9 (19.6 %)
- coronary artery bypass grafting 26 (56.5 %)
-valve surgery 11 (23.9 %)
-combined surgery (valve surgery + CABG)
Length of surgery (min) 221 [186-254]
Length of CPB (min) 117 [92-139]
ICU stay characteristics
SAPS II 33 [30-40]
Length of mechanical ventilation (hours) 6 [4-8]
Length of stay in ICU (days) 3[2-5]

Data are presented as median with interquartile range or absolute value and percentage (n(%)).
CABG, coronary artery bypass grafting; CPB, Cardiopulmonary Bypass; ICU, Intensive Care
Unit; SAPS II, Simplified Acute Physiology Score II.

Primary outcome

The plasma level of GRP78 significantly decreased at H2-CPB but there was no
difference between Pre-CPB and H24-CPB GRP78 level (Figure 1A). Relatives changes in
GRP78 level at H2-CPB and H24-CPB (compared to GRP78 level before CPB) are shown in
Figure 2. The expression of HSPAS (coding for GRP78) increased significantly at H2-CPB and
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H24-CPB (Figure 3). There was no correlation between relative changes in GRP78 plasma
levels and HSPAS expression variation at H2-CPB (r=0.00 [-0.37;0.37]; p=1.0) and H24-CPB
(r=-0.01 [-0.37;0.34]; p=0.94). There was no correlation between relative changes in GRP78
plasma levels variation at H24-CPB and CPB length during surgery (r=-0.19 [-0.45;0.11];
p=0.22).
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Figure 1: Plasma level of GRP78 (A), VCAM-1 (B), Syndecan-1 (C) and IL-6 (D) before
(Pre-CPB) and 2 (H2-CPB) or 24 (H24-CPB) hours after cardiopulmonary bypass
(CPB). Values are presented as median with interquartile range. ***, p<0.001 in
comparison with Pre-CPB level. GRP78, 78 kDa Glucose Related Protein; IL-6, Interleukin
6; VCAM-1, Vascular Cell Adhesion Protein 1.
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Figure 2: Relative levels of studied protein 2 (H2-CPB) or 24 (H24-CPB) hours after
cardiopulmonary bypass (CPB). Values are presented as median with interquartile range. ***,
p<0.001 in comparison with Pre-CPB level. GRP78, 78 kDa Glucose Related Protein; VCAM-1,

Vascular Cell Adhesion Protein 1.

Secondary outcomes
Syndecan-1, VCAM-1 and IL-6 plasma level

The plasma level of VCAM-1 did not show any modification at H2-CPB but
significantly increased at H24-CPB (Figure 1B) while syndecan-1 and IL-6 levels increased at
H2-CPB and H24-CPB (Figure 1C and 1D). Relatives changes in studied protein levels at H2-
CPB and H24-CPB (compared to the value before CPB) are shown in Figure 2 (as Pre-CPB IL-
6 level were undetectable, it was not possible to achieve a relative analysis for this cytokine).
At H24-CPB, there was no correlation between GRP78 plasma level variations and VCAM-1
(r=0.04 [-0.33;0.25]; p=0.79) and Syndecan-1 (-0.29 [-0.53;0.00]; p=0.05) plasma level
variations or IL-6 absolute values (r=0.12 [-0.18;0.40]; p=0.43).
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Other Unfolded Protein Response’s gene expression

The expression of CHOP and sXBP1 increased at H2-CPB and remained stable at H24-
CPB. ATF4 showed a little increase in its H2-CPB expression but there was no difference
between Pre-CPB and H24-CPB expressions (Figure 3). The expression of ATF6 increased at
H2-CPB and kept growing at H24-CPB (Figure 3).
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Figure 3: Relative changes in Unfolded Protein Response genes expression after cardiac
surgery with cardiopulmonary bypass (CPB). Gene expressions prior to PBC (Pre-CPB) were
averaged to 1 for each gene. For each patient, the expressions 2 hours (H2-CPB) and 24 hours
(H24-CPB) after CPB were expressed as relative expression to Pre-CPB. Values are presented as
median with interquartile range. Differences expressed in comparison with Pre-CPB gene
expressions: *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001. Differences expressed in comparison with H2-CPB
gene expressions: ###, p<0.001. ATF, Activating Transcription Factor; CHOP, CCAAT/enhancer
binding protein homologous protein; HSPA5, Heat Shock 70kDa Protein 5; sXBP1, spliced RNA of
X-box binding protein 1.

Correlation between UPR and clinical outcome

Of the 46 patients, 10 had persistent organ failure at H24-CPB (9 treated with
catecholamines, 4 mechanically ventilated and 4 with acute renal failure). Plasma GRP78 levels
in patients with persistent organ failure remained significantly below Pre-CPB levels compared
to patients without organ failure in whom GRP78 levels returned to basal levels (Figure 4). To
evaluate the potential bias induced by hemodilution on GRP78 levels according to the presence
or absence of organ failure, we analyzed the variations in total protein levels between patients
with and without organ failure and found no significant differences between groups (Figure 4).
ATF6 and CHOP expressions were significantly higher at H24-CPB in patients without organ
failure while there was no difference concerning HSPA5, sXBP1 and ATF4 H24-CPB
expression between patients with or without organ failure (Figure 5).
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Figure 4: Relative changes (%) in GRP78 levels at 24 hours (H24-CPB) in patients with or
without persistent organ failure. Values are presented as median with interquartile range. **,
p<0.01 between groups. GRP78, 78 kDa Glucose Related Protein.
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Figure 5: Relative changes in Unfolded Protein Response genes expression at 24 hours in
patients with or without persistent organ failure. Values are presented as median with interquartile
range. *, p<0.05 between groups. 24 hours after CPB were expressed as relative expression to
Pre-CPB. ATF, Activating Transcription Factor; CHOP, CCAAT/enhancer binding protein homologous
protein; HSPA5, Heat Shock 70kDa Protein 5; sXBP1, spliced RNA of X-box binding protein 1.
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Discussion

To our knowledge, we describe for the first time the kinetic of all UPR pathways in
patients undergoing elective cardiac surgery with CPB. We found that the level of GRP78, one
of the final effectors of the UPR, decreases at the initial phase of CPB-induced SIRS and that a
prolonged decrease in GRP78 levels is associated with postoperative organ failure.

Kinetic of Unfolded Protein Response

The present study demonstrated that CPB stimulated UPR, as reflected by increased
genes expression of the three UPR pathways. However, we observed a temporary decrease in
GRP78 circulating levels at H2-CPB and a return to baseline level at H24-CPB. It is known
that heat-shock protein can be secreted extracellularly by many cells (dendritic cells,
hepatocytes, myocytes, gut cells, lymphocytes,...) through several regulated ways: lysosome-
endosome pathway, secretory-like granules, extracellular vesicles [21]. A previous work
reported that extracellular GRP78 originates mostly by an active release from intact cells and
does not result solely from the leakage of proteins from dead cells [22]. It is therefore likely

that the decrease in plasma GRP78 is the result of an adaptive cellular mechanism.

Several studies have shown an increase in plasma GRP78 in patients with chronic
systemic inflammation (cancer, obesity, atherosclerosis) [23-25]. However, in a situation of
acute systemic inflammation, the rising demand for intracellular GRP78 is immediate to resolve
the ERS [7]. This may explain the observed early decrease of extracellular plasma GRP78
which is associated with a rapid activation of UPR’s genes transcription at H2-CPB, allowing
a return of GRP78 to basal level at H24-CPB. Our results showed that the three pathways of
UPR are activated during sterile systemic inflammation in humans. However, the kinetics of
these pathways appeared to be different. The IRE1a (explored by sXBP1) and PERK (explored
by ATF4 and CHOP) pathways seemed to have a stable level of expression between H2-CPB
and H24-CPB but ATF6 expression increased at H2-CPB and kept growing at H24-CPB. In
ERS condition, ATF6 pathway is the first to be initiated and, due to its rapid activation
(proteolytic cleavage and direct action on the genome as a transcription factor), it has the most
reactive kinetics of the three UPR pathways [26,27]. ATF6 upregulates many protective genes
and downregulates many potentially damaging genes, and previous studies have shown that
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ATF®6 activation in cardiac myocytes protects the heart from ischemic damage, while inhibiting
ATF6 has the opposite effect [28-30]. Given our results and as previously suggested, it is
possible that among UPR pathways, ATF6 is the most intensely involved pathway during acute
SIRS (which could explain why its activation continues to increase at H24-CPB) [10]. Most of
the work on UPR have focused on chronic inflammation and ERS and the activation kinetics
of the three UPR’s pathways in humans during the early phase of acute inflammation situations
is unknown. Thus, it appears difficult to know whether these differential expressions exist in-
vivo in other acute inflammation situations. These three pathways have, in part, common effects
to resolve ERS: chaperone synthesis, activation of ER associated degradation, activation of
Nuclear Factor-Kappa B,... [7,9]. It is therefore also difficult to propose a hypothesis on the
clinical consequences of differential activation of the three pathways of UPR over time. Future
works studying the activation kinetics of the UPR pathways in humans are in any case necessary
to confirm or invalidate our results and to analyze more precisely the activation/return to normal

delays after acute inflammation.

Unfolded Protein Response and organ failure

Circulating GRP78 levels returned to levels comparable to baseline at H24-CPB except
in patients with persistent organ failure who maintained GRP78 levels below their initial
baseline. They also had an UPR gene expression that was lower than that of patients without
organ failure. A previous work studying the expression of UPR mRNA in urine after cardiac
surgery has shown that patients with a high increase in urine sSXBP1 mRNAs (reflecting kidney
UPR) had less AKI [15]. These data suggested that a robust post-operative activation of the
ERS response after CPB is critical for protecting against tissue damage (and, in this work,
against AKI). Moreover, pre-clinical data showed that the resolution of the ERS via chemical
chaperones (e.g. 4BPA) can correct organ failure induced by a septic SIRS [12,13]. In our study,
patients with a relatively high UPR response (that probably allowed ERS resolution) returned
to their basal chaperones levels and had no organ failure, while patients with a lower UPR
response failed to return to their basal chaperones levels and had persistent organ failure. Our
results are therefore consistent with previous human and pre-clinical data. But, as previously
stated, the prognostic value of the markers of the ERS response may change with the duration
of adaptive responses, which also reflect the length of the stress [15]. While a strong UPR

appears necessary in the acute stress phase, excessively prolonged ERS responses promote cell
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death as a result of an imbalance in favor of proapoptotic pathways rather than antiapoptotic
pathways [9].

Extracellular GRP78 is known to have anti-inflammatory properties by inducing the
endocytosis of the Toll-Like Receptor 4, reducing the production of inflammatory cytokines
and increasing the synthesis of anti-inflammatory cytokines [31,32]. It would therefore be
possible that patients returning to pre-operative levels of GRP78 may also benefit from its
immunomodulatory effect and thus be less likely to develop persistent organ failure than
patients remaining at relatively low levels of extracellular GRP78. Nevertheless, our work does
not establish a causal link between organ failure after CPB and the level of GRP78, and further

works are therefore necessary to confirm or invalidate our observations.

Syndecan-1, VCAM-1 and IL-6 plasma level

It has been shown that ERS is implicated in endothelial dysfunction and that its
inhibition in humans improves endothelial dysfunction induced by glucose ingestion [11,18].
Moreover, in a previous study conducted in septic patients, we have shown an association
between ATF6 and ET1 (coding for endothelin-1 which is associated with endothelial
dysfunction in this context) expressions [10]. We therefore felt it necessary to study markers of
endothelial damage (VCAM-1 and Syndecan-1) and inflammation (IL-6). However, we did not
find a link between VCAM-1, Syndecan-1 or IL-6 and GRP78 levels, but the kinetics of GRP78
variation is unknown and it is therefore difficult to know whether the search for a correlation
between these markers, taken at the same time, is relevant. In regard to this fact and to the
results of previous study on the link between endothelial dysfunction and ERS, we should be
cautious and not conclude the absence of a link between ERS and endothelial dysfunction in

patients undergoing cardiac surgery with CPB.

Limitations

Our work has several limitations. First, it is a pilot physiologic study with a limited
number of patients. We included patients with several type of surgery (valve and/or CABG)
which could lead to population heterogeneity. Given our limited patient population, it did not

seem appropriate to consider subgroup analyses by type of surgery. Second, our work involved
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gene expression in the whole blood. As some of the proteins studied in our work cannot be
measured in blood without complex cell isolation techniques, RNA quantification appeared to
be the best compromise. RNA expression on whole blood measured using the Paxgen tubes is
strongly correlated with the RNA expression in circulating leucocytes, we can thus assume that
we detected variations in leucocyte gene expression [33]. As it is known that UPR play a crucial
role in immune cells, including differentiation, immune activation, antibody production and
cytokine expression, it seemed relevant to study the leucocyte expression of UPR genes [34,35].
However, we may have missed a potentially greater variation in gene expression in tissues and
organs, as observed in animal models [12,13,36]. Third, we took our samples at only two post-
operative timepoints and it is possible that we could not highlight the real UPR’s pathways peak
of expression. Moreover, our data showed that gene expression of several genes involved in
UPR remain over-expressed compared to their baseline expression at H24-CPB. Our work did
not allow us to conclude when the genes involved return to basal expression. Fourth, we only
studied patients with cardiac pathologies, some of which are associated with ERS-inducing
pathologies: diabetes, atherosclerosis, obesity, metabolic syndrome [37]. It is therefore not
certain that GRP78 and UPR Kinetics are identical in a population without pathologies.
However, it should be noted that the plasma GRP78 levels found at HO and H24 are very close
to those recently described in a group of healthy volunteers, which probably makes our results

quite extrapolable to other populations [38].

Conclusion

We describe for the first time the kinetic of all UPR pathways during acute sterile
systemic inflammation. We found that the plasma level of GRP78 decreased at the initial phase
of CPB-induced SIRS and that low relative GRP78 levels appeared associated with persistent
postoperative organ failure. However, further studies are needed to better understand ERS

implication during systemic inflammation and acute organ failure in humans.
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DISCUSSION GENERALE ET SYNTHESE

Nous avons exploré dans ce travail les trois voies de I’'UPR au cours des situations de

SIRS septique ou aseptique.

Dans la premiéere partie nous avons mis en évidence :

1) L'existence d’un lien entre défaillance d’organe liée au choc septique et activation
prolongée de I’'UPR. Nous avons vu que les variations de I’expression d’ATF6 au cours des cing
premiers jours d’hospitalisation pour choc septique sont corrélées aux variations du score
SOFA. Le lien entre défaillances d’organes septique et existence du SRE a bien été décrit chez
I'animal, tout comme l'effet bénéfique du 4BPA, chaperonne chimique permettant de
résoudre ce SRE [182,183]. Par définition la persistance d’une UPR (comme celle observée
chez nos patients avec défaillance d’organe) signe I'existence d’un SRE résiduel. Nos données
sur le lien entre défaillance d’organe et UPR soutenue sont donc logiques au vu de la
littérature sur le SRE au cours du sepsis qui montre le lien entre résolution de I'UPR et

régression de la défaillance d’organe.

2) L'existence d’un lien entre expression d’'un biomarqueur d’atteinte endothéliale (ET-
1) et activation prolongée de I'UPR. Plusieurs travaux ont montré que le SRE jouait un réle
central dans la survenue d’une dysfonction endothéliale [174,175,177]. La résolution du SRE
par le 4BPA permet d’augmenter l'activité de la eNOS et d’améliorer la relaxation dite
endothélium-dépendante (témoin d’un endothélium fonctionnel) [175]. Nos résultats,
montrant une corrélation entre I'expression d’ATF6 et I'expression d’ET-1 sont compatibles

avec un role du SRE dans la dysfonction endothéliale septique.

3) La corrélation des variations d’expression d’ATF6 et de PTPN1. Des travaux avaient
déja suggéré I'existence d’une association entre PTP1B et SRE. Ainsi, dans un travail mené
chez des souris ayant un régime gras, un traitement par inhibiteur du SRE (acide
tauroursodeoxycholique) de souris obéses a conduit a la diminution de I'expression de la

PTP1B [218]. A l'inverse, I'induction in vitro sur myocytes murins de SRE par la tunicamycine a
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induit une augmentation de I'expression de la PTP1B [218]. Dans une autre étude, la
défaillance myocardique induite par le SRE dans un modéle murin était atténuée chez les
souris KO pour le géne codant la PTP1B [219]. Enfin, chez les souris KO pour le geéne codant la
PTP1B, la tunicamycine n’induisait pas de dysfonction endothéliale, témoignant de
I'importance de la PTP1B dans la genése de la dysfonction endothéliale induite par le SRE
[177]. Nos données, qui décrivent pour la premiére fois un lien entre SRE et PTP1B in vivo chez

I'Homme, confortent donc ces données expérimentales.

4) La cinétique de I'UPR globalement décroissante au fur et a mesure de I'évolution de
la pathologie septique. Il est impossible d’avoir un prélevement avant I’apparition du SIRS chez
des patients admis pour choc septique. Néanmoins, le fait que 'UPR semble progressivement
décroitre sur les cinq premiers jours d’hospitalisation (de fagon significative pour ATF6 et non
significative pour CHOP et HSPA5/GRP78) témoigne d’une activation importante de cette
réponse a la phase précoce du sepsis. Il n’existe pas de travaux décrivant la cinétique des voies
de 'UPR a la phase aiglie du sepsis, il est donc difficile de comparer ces résultats a d’autres
travaux. Ces données confortent le fait que I'inflammation, situation de stress induisant une
augmentation de la synthése protéique, induit un SRE. La cinétique de I'UPR (témoignant de
la persistance de ce SRE) est donc logiquement dépendante de la résolution ou non du tableau
inflammatoire. L'évolution du sepsis pris en charge en réanimation va le plus souvent vers la
résolution de linflammation, ce qui explique probablement la tendance globale de

décroissance de I’'UPR au cours du temps.

5) L’absence de lien entre insulino-résistance et expression de PTPN1, géne codant la
PTP1B. Un travail mené dans notre laboratoire sur des modeles de CLP murins a montré que
I'inhibition génétique de la PTP1B avait un effet bénéfique sur l'insulino-résistance septique
[208]. Nous ne retrouvons pas de lien dans notre travail entre un score d’insulino-résistance,
le score HOMA-IR (pour Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance), et I’expression
de PTPN1. Il existe deux travaux décrivant l'utilisation de 'HOMA-IR chez les patients de
réanimation, mais les deux études présentent des limites méthodologiques et I'utilisation de
I'indice HOMA-IR est controversée chez les patients de réanimation [220,221]. Dans notre
travail, les conditions de mesure des niveaux d'insuline a l'aide de I'indice HOMA-IR n'étaient
pas normalisées pour le traitement a l'insuline au moment du prélevement. Cela induit donc

un biais majeur car l'insulinémie est incluse dans le calcul du score HOMA-IR. Au vu de la
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littérature importante sur le lien entre PTP1B et insulino-résistance et les limites sur le calcul
méme de cette insulino-résistance dans notre travail, nous devons étre prudents et ne pas
conclure a l'absence de lien entre I'expression de PTP1B et l'insulinorésistance chez les

patients septiques.

Dans la deuxiéme partie de cette thése, nous nous sommes intéressés a I’'expression
de 'UPR au décours de la CEC et a son lien potentiel avec I'existence de défaillances d’organes

persistantes. Les principaux éléments que nous pouvons souligner dans ce travail sont :

1) La confirmation qu’un stimulus inflammatoire active trés précocement (dés H2
post-CEC) et de maniere prolongée (au-dela de 24h) les trois voies de I'UPR. Ce constat
corrobore les conclusions de notre premiére étude qui avait montré une activation de 'UPR
prolongée (plusieurs jours) lors du SIRS septique. Au vu du caractere transitoire du SIRS induit
par la CEC nous aurions pu penser que I'UPR commencerait a décroitre (voire reviendrait a
son expression de base) a H24. Ce n’est pas le constat que nous avons fait, I'UPR semblant
persister de fagon soutenue y compris 24h aprés la fin du stimulus inflammatoire. Cela traduit
probablement que, malgré I'apparente résolution clinique du SIRS, il persiste une activation
des mécanismes de contrdle de la dysfonction cellulaire. Il a été démontré qu’aprés un SIRS
aigu sévere, il pouvait persister un tableau d’inflammation chronique responsable de
complications a long terme : immunodépression, cancer, pathologies métaboliques, etc.
[222,223]. Par analogie, il pourrait étre intéressant de voir si certains patients ont une réponse
UPR persistante (témoin d’un SRE « chronicisé ») a distance du trigger inflammatoire et si

cette UPR persistante est associée a des complications a long terme.

2) Le fait que les patients ayant une défaillance d’organe persistante (hémodynamique
et/ou ventilatoire et/ou rénale) ont des taux de GRP78 circulants qui restent inférieurs a leurs
niveaux de bases et une réponse UPR globalement plus faible (expression génique moindre)
qgue les patients sans défaillance. Comme évoqué plus haut, la résolution du SRE via des
chaperonnes chimiques améliore la défaillance d’organe lors des SIRS septique et aseptique
[182,183,185,186]. Il semble donc logique que les patients ne revenant pas a leurs niveaux
pré-CEC de chaperonnes aient plus de difficultés a corriger leurs défaillances d’organe. Cette

moindre synthése de chaperonnes pourrait étre liée a la moindre réponse UPR constatée avec
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nos analyses d’expression génique. Ces données sont concordantes avec le travail de Folhen
et al. qui a montré que I'expression relativement forte d’ARNm de I"'UPR (sXBP1 dans leur
étude) dans les urines des patients en post-CEC (témoin d’une réponse UPR rénale forte) était
associée a une moindre survenue d’Acute Kidney Injury post-opératoire [224]. Nos données,
issues d’analyses menées sur du plasma (ELISA) et du sang total (ARNm), sont donc
concordantes avec ces précédents travaux. Enfin, nous décrivons pour la premiere fois
I’association entre expression faible de I’'UPR et niveaux circulants de GRP78 restant inférieurs

au niveau de base. Il serait intéressant de confirmer ce résultat dans un autre modele de SIRS.

3) L'absence de lien retrouvé entre marqueurs circulants de dysfonction endothéliale
(Syndecan-1, VCAM-1) et les niveaux circulants de GRP78. Ces données sont en discordance
avec la littérature sur dysfonction endothéliale et SRE et avec les résultats de notre premier
travail [174,175,177]. Ces résultats contradictoires s’expliquent probablement par la cinétique
différente des marqueurs étudiés (la concentration de GRP78 est diminuée dés H2 post-CEC
tandis que les niveaux de VCAM-1 ne varient pas significativement) et par une puissance
statistique insuffisante pour trouver un résultat significatif sur ce critére secondaire (la
corrélation des variations de GRP78 et de Syndecan-1 a retrouvé par exemple un petit p a
0,053). Ces limites font qu’il est probablement prudent de ne pas conclure a I'absence de lien
entre dysfonction endothéliale et SRE in vivo lors du SIRS aseptique chez I'Homme. De futurs
travaux analysant I'endothélium sous un angle fonctionnel (dilatation médiée au flux, analyse
du glycocalyx in vivo par GlycoCheck®) pourraient permettre de trouver un lien entre

dysfonction endothéliale et intensité de I'UPR.

Les résultats de nos travaux indiguent qu’une réponse UPR forte, permettant la
synthése de chaperonnes, est associée a une moindre défaillance d’organe (en post-CEC) mais
gu’une réponse UPR prolongée est, elle, associée a un score de défaillance d’organe qui reste
élevé (lors du sepsis). Bien qu’apparemment contradictoires, ces résultats peuvent étre en
partie expliqués par la physiologie de I’'UPR induite par le SRE. En effet, comme décrit dans la
partie introductive, I'objectif de 'UPR a la phase aiglie est de résoudre le SRE induit par le
processus inflammatoire en activant principalement trois leviers : diminution de la synthése

protéique, augmentation de la dégradation protéique et synthese de chaperonnes pour le
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repliement des protéines trappées dans le RE [162,173]. Mais, en cas d’UPR prolongée (donc
de SRE persistant), il existe une activation des voies pro-apoptotiques avec dégradation
cellulaire [162,173]. Cette double fonction de 'UPR, liée a I'intensité et a la durée du SRE, peut
donc expliquer pourquoi lors d’une phase d’inflammation aiglie (quelques heures), 'UPR
semble associée a la moindre défaillance d’organe tandis que cette situation s’inverse en cas

de SRE prolongé (plusieurs jours).

Notre travail décrit pour la premiere fois la cinétique de I'UPR lors du SIRS chez
I'Homme et le lien entre défaillance d’organe et intensité de cette UPR. Malgré des résultats
intéressants sur le plan physiopathologique, ces études présentent plusieurs limites

communes dont il faut tenir compte pour interpréter honnétement nos résultats :

1) Il s'agit d’études observationnelles physiologiques avec un nombre trés limité de
patients. Nous avons inclus a chaque fois une population hétérogene : plusieurs types de
foyers infectieux dans I’étude 1, plusieurs types de chirurgie (valve et/ou pontage aorto-
coronarien) dans I'étude 2. Ceci pourrait étre a I'origine de biais liés a une intensité de SRE
variable selon le type d’infection ou de chirurgie. En dehors des études prospectives
randomisées, il est extrémement difficile d’établir des liens de causalité chez 'Homme. Ainsi,
malgré la concordance de nos observations avec les données obtenues dans des modeles pré-
cliniques d’inflammation, nous ne pouvons établir un lien de causalité entre intensité de 'UPR

et existence d’une défaillance d’organe chez ’'Homme.

2) Nos deux études ont utilisé une technique de PCR quantitative analysant
I'expression des genes sur sang total. Comme certaines des protéines étudiées dans notre
travail ne peuvent étre mesurées dans le sang sans techniques complexes d'isolement
cellulaire, la quantification de I'ARN est apparue comme le meilleur compromis. L'expression

1 4 hY | ® I P4 \
de I'ARN sur sang total mesurée a l'aide des tubes Paxgen® est fortement corrélée a
I'expression de I'ARN dans les leucocytes circulants, nous pouvons donc conclure que nous
avons détecté des variations dans |'expression des génes des leucocytes [225]. Il est établi que
I'UPR joue un réle crucial dans les cellules immunitaires, notamment sur la différenciation,
I'activation leucocytaire, la production d'anticorps et I'expression des cytokines. Il nous a donc

semblé pertinent d'étudier I'expression leucocytaire des génes clés de I'UPR [226,227].
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Cependant, nous avons peut-étre manqué une variation potentiellement plus importante de
I'expression des génes dans les tissus et organes, comme observée dans les modeles animaux

[228-230].

3) Nos protocoles ont analysés I'expression de I'UPR sur 5 jours (étude 1) et sur 24
heures (étude 2). Dans notre premier travail, il est impossible de savoir si les niveaux
d’expression observées a J5 (phase finalement encore précoce lors d’un choc septique)
correspondent aux niveaux d’expression basals. De méme dans le travail 2, on constate que
les niveaux d’expression a H24 post-CEC restent trés supérieurs aux niveaux d’expression
initiaux (voire continuent de croitre, cf. ATF6). Dans ces deux études, il manque une analyse
plus tardive pour étudier le moment ou I'UPR revient a son niveau d’expression basal. Notre
analyse cinétique des voies de I'UPR, qui était un des objectifs de cette thése, est donc
incompléte et devra étre poursuivie dans de futurs travaux étudiant une période de temps

plus large.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

En conclusion, malgré des limites méthodologiques réelles, nos résultats montrent une
activation des trois voies de I'UPR lors des situations d’inflammation aiglie septique et
aseptique et suggérent un lien entre défaillance d’organe et intensité de I'UPR. L'inhibition du
SRE in vivo est réalisée via des chaperonnes chimiques qui favorisent sa résolution en repliant
les protéines : 4BPA ou acide tauroursodeoxycholique. Nous avons rapporté dans la partie
introductive que plusieurs travaux concordants menés dans des modeles murins ont montré
un lien clair entre inhibition du SRE et pronostic au cours du SIRS septique ou aseptique:
augmentation de la perfusion d’organe et de |'oxygénation tissulaire, diminution de
I'inflammation et de I'apoptose tissulaire, diminution des défaillances d’organes (a court et
long terme), et amélioration de la survie [179-190]. L'ensemble de ces données suggerent
gu’il pourrait étre intéressant d’envisager I'inhibition du SRE au cours des situations de SIRS

aigus chez ’'Homme afin d’améliorer le pronostic de nos patients de réanimation.

Plusieurs travaux ont évalué chez I’'Homme I'impact de l'inhibition d’un processus
physiopathologique au cours du sepsis : blocage de la réponse inflammatoire (anticorps anti-
TNF-a ou anti IL-1B, anti-TLR4), blocage de la réponse anti-inflammatoire (anticorps anti-IL-
1Ra) ou blocage de [I'activation endothéliale (antagonistes du facteur d’activation
plaquettaire, protéine C activée). Aucune de ces études n’a montré d’efficacité clinique,
suggérant qu’il était probablement réducteur d’envisager que l'inhibition d’'une voie de
signalisation au cours du SIRS pouvait permettre d’améliorer le pronostic des patients [148].
Notre approche consistant a vouloir inhiber une réponse cellulaire au stress pourrait donc
sembler en décalage avec la vision moderne de la recherche thérapeutique dans le sepsis. Il
est important de noter a ce stade que le terme d’inhibiteur du SRE est parfois a |'origine de
confusion car il peut étre compris comme étant un traitement bloquant 'UPR et inhibant une
fonction physiologique. En fait, les chaperonnes chimiques « inhibitrices du SRE » sont des
molécules permettant aux protéines de se replier et sont donc finalement une forme d’UPR

« artificielle ». Les « inhibiteurs » du SRE ne sont donc pas des traitements inhibant un
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processus physiologique adaptatif (comme pouvaient I'étre par exemple les anti-TNF-a) mais
des traitements qui miment la réponse physiologique de I'organisme a une situation de stress
(ici, la synthese de chaperonnes). Plutot qu’inhibiteurs, ces traitements sont finalement plut6t

des « résolveurs » du SRE.

Le 4BPA et I'acide tauroursodeoxycholique ont déja été testés chez 'Homme dans
plusieurs indications avec des résultats globalement positifs : amélioration des scores
neurologiques des patients ayant une sclérose latérale amyotrophique, plus grande efficacité
des traitements antituberculeux, amélioration des fonctions ciliaires des patients ayant une
mucoviscidose, diminution de I’'encéphalopathie hépatique des patients cirrhotiques [231—
234]. Dans l'objectif d’inhiber le SRE, I'acide tauroursodeoxycholique a été testé chez des
patients obéses et a montré une diminution significative de I'insulino-résistance de I'ordre de
30% dans le groupe traité [235]. Un travail a également montré qu’il permettait de réduire la
dysfonction endothéliale induite par une dose de charge de glucose chez 'Homme [178]. De
ces deux molécules, le 4BPA est la seule qui soit déja utilisée en pratique courante chez
I'Homme dans les situations d’hyper-ammoniémie induites par des désordres de cycles de
I'urée chez I'enfant. Il posséde I’Autorisation de Mise sur le Marché dans cette indication en

France.

Plusieurs protocoles de recherches s’intéressant a |'efficacité des inhibiteurs du SRE
dans différentes indications (mucoviscidose, asthme, maladie de Parkinson, maladie
d’Alzheimer, diabéte, amylose cardiaque, ..) sont recensés dans ClinicalTrials.gov

(https://clinicaltrials.gov/). Il n’existe cependant aucun travail en cours destiné a les évaluer

au cours des situations d’inflammation aigle. Il est actuellement impossible de savoir quelle
population de patients inflammatoires pourrait en bénéficier : patients avec défaillance
d’organe ? patients avec dysfonction endothéliale marquée ? De plus, des questions se posent
sur les modalités d’administration : quelle dose ? a quelle fréquence ? Enfin, sur le plan
éthique, il est discutable d’envisager d’emblée I'administration d’une molécule au sein d’'une
population de patients fragiles admis pour une pathologie engageant le pronostic vital a tres

court terme.

Pour s’affranchir des limites évoquées au paragraphe précédent, I'alternative a une

étude clinigue chez le patient pourrait étre I'analyse de I'effet du 4BPA dans un modéle de
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volontaire sain recevant du LPS. Cette procédure, qui consiste a induire une endotoxémie
humaine, est déja utilisée par des équipes européennes et américaines. Ce modele consiste
en l'injection de quantité infinitésimale de LPS en intra-veineux (de I'ordre du nanogramme :
0,5 a 4-5 ng/kg). Il est le seul qui permet d’étudier une inflammation standardisée chez
I'Homme [236-238]. Il est sOr et bien décrit dans la littérature, son utilisation est d’ailleurs
croissante [239-241]. Il semble donc pertinent de mettre en place un travail comparant
I’'administration de 4BPA ou de placebo chez des volontaires sains recevant de I'endotoxine
et d’analyser les effets du 4BPA, chaperonne chimique résolvant le SRE, sur plusieurs
parametres : marqueurs de dysfonction endothéliale (VCAM-1, Syndecan-1), vitalité du
glycocalyx in vivo par GlycoCheck®, fonction de I'endothélium par analyse de la vasodilatation
médiée au flux, fonction cardiaque en échographie transthoracique, cytokines inflammatoires
(IL-1B, TNF-a, IL-6) et anti-inflammatoires (IL-10, IL-4), symptomes cliniques (fievre, frissons,
fréquence cardiaque, pression artérielle, diurese) et marqueurs biologiques d’intensité du
SIRS (lactates, leucocytes, C-reactive protein, créatinine). Si les résultats de ce travail sont
encourageants, nous pourrons peut-étre envisager un jour le 4BPA comme traitement curatif

de la dysfonction d’organe induite par le SIRS.
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